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イ ンタ ー フ ・ー.ロンーr(IFN-r)は,マ イ トゲ ン刺激を受 けたTリ ンパ
球 によ って生産 ・分泌 される糖 タ ンパ ク質であ り,ウ イ ルス感染 によ って誘発 さ
れるIFNと は異 な る構 造 を有 して い る。IFN-rの 生 理 作 用 を明 らか に
す る ため に は,そ の遺 伝 子 構 造 の解 析 や 高度 精 製 標 品 を 用 いた研 究 が 不可
欠 で あ る。 ま た,IFN-r遺 伝 子 はTリ ンパ球 で 特 異 的 に発 現 す るが,こ
の組 織 特 異 性 を 支 配 す る メ カ ニズ ム に関 す る知 見 は乏 しい。 本 論 文 は,ヒ
トIFN-rを 遺 伝 子 工 学 的 に生 産 す る方 法,な らび に,IFN一 ア遺伝 子 の
組 織 特 異 的発 現 の制 御 にっ いて述 べ た もの で あ る。
糖 鎖 を 有 す る天然 型 ヒ トIFN-rを 遺 伝子 工 学 的 に生 産 す る 目的 で,ま
ず,ヒ トIFN-rcDNAが ク ロー ン化 され た。 得 られ たcDNAの 塩 基 配
列 か ら,IFN-rの 前駆 体 お よ び成 熟 タ ンパ ク質 の ア ミノ酸 配 列 は,そ れ
ぞ れ166個,143個 の ア ミノ酸 残基 か ら成 る と推定 され た。 ク ロー ン化
した ヒ トIFN-rcDNAをSV40初 期 プ ロモーターの下 流 に接 続 した雑 種
遺 伝 子 を構 築 して ウ シバ ピロー マ ウイ ルス(BPV)ベ クター と接 続 した。
このDNAを マ ウ ス培 養細 胞 に導入 して得 られ た トラ ンスホ ー ム細胞 は,
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ヒ トIFN-rを 構成 的 に生 産 し,培 養上 清 中 のIFN力 価 は3～4×10
国際 単 位/ntに 達 した。 これは従来行なわれていた天然IFN一 γ生産量の10～
100倍 で あ った。 導入 した組 み 換 え体 は細 胞 あ た り30～50コ ピーの染 色
体 外 環 状DNAと して存 在 して お り,genedosageeffectおよ びSV40
プ ロモ ー タ ーの 強 い転 写 活 性 に よ って 高 い発 現量 が 得 られ た もの と考 え ら
れ る。 さ らに,こ の組 み 換 えIFN-rを 簡 便 な操 作で 均一 に精 製 し,そ の
分子 量,ア ミ ノ末 端 ア ミ ノ酸 配 列,(ConA-Sepharoseへの 吸 着性 な ど
を検 討 した。 その 結 果,マ ウ ス細 胞 で 生産 した ヒ トIFN-rは,糖 鎖 を有
す る天 然 の ヒ トIFN-rと 同 じ性 状 を示 す こ とが 明 らか とな った。
つ ぎ に。IFN-r遺 伝 子 の組 織 特 異 的 発現 の 制御 にDNAメ チ ル化機 構
が 関 与 して い る可能 性 を検 討 す るため に,種 々のIFN-r産 生 細 胞 と非 産
生 細 胞 につ いてIFN-7遺 伝 子 領域 のCCGG配 列 に お け るDNAメ チ ル化
パ タ ー ンを解 析 した。CCGG配 列 の メチ ル化 の程 度 は,認 識 塩 基 配 列 の シ
トシン残 基 が メ チル化 して い ない場 合 に のみ 切 断 で き る制限 酵 素Hpall
(CmCGG感 受 性)と メチル化 に関 わ りな く切 断 で き る制限 酵 素MspI
(CmCGG非 感受性)を 用 い たSouthernハ イ ブ リダ イ ゼ ー シ ョ ンに よ って
解 析 した。 正常 リンパ球 や子 宮 組 織 のDNAに つ い て 調べ た結 果 ・IFN
-r遺 伝子 近傍 のCCGG配 列 は,リ ンパ球 の 非T細 胞 画分 や 子 宮 組 織 で
は 高度 に メ チル化 され て いる の に対 し,IFN-r産 生 細 胞 を含 むT細 胞 画
分 の 一部 の細胞 で は低 メ チル化 状 態 にあ る こ とが 示 され た。 ま た,IFN
-r産 生 能 の 異 なる種 々のTリ ンパ 系 株化 培 養 細 胞 で は,IFN-7遺 伝 子
近 傍 のDNAメ チ ル 化 の程 度 とそ の発 現 量 に逆 相 関 性 が 観察 され,IFN
-r遺 伝子 発 現 にDNAメ チ ル化 状 態 が 必 要 で あ る ことが示 され た。 しか
し,IFN-rを 全 く生 産 しない上 皮 系 株 化培 養 細 胞 で もIFN-r遺 伝 子
が 低 メ チ ル化 状 態 にあ る例 が 見 出 され る こ とか ら,低 メ チ ル化 状 態 はIFN
-r遺 伝 子発 現 の十 分 条 件で は な い こ とが 示 され た。
氏 名 福 永 理 己郎
(論 文 審 査 の結 果 の 要 旨)
イ ンタ ー フ ェ ロ ンーr(IFN-r)は,感 作 抗 原 や マイ トゲ ンの刺 激 に
よ ってTリ ンパ球 の 生 産 す る ホ ル モ ン様 の 糖 タ ンパ ク質 で あ り,抗 ウイ ル
ス作 用,細 胞 増 殖抑 制 作 用,免 疫機 構 調 節 作 用 など 多面 的 な生 理 活 性 を有
して い る。IFN-rの 生 理 作 用 や 物質 的 性 状 を解 明 す る ため に は,高 度 に
精製 され た大 量 の 標 品 が 用意 され る必 要 が あ る。 ま た,IFN-r遺 伝子 の
組 織 特 異 的発 現 も興 味 あ る課 題 で あ る。 申請者 は,ほ ぼ 天然 の もの に近 い
IFN-rを 遺 伝 子工 学 的 に大量 生 産 す る新 ら しい方 法 を 開発 し.同 時 に,
IFN-r遺 伝子 のDNAメ チル 化 に よ る組 織 特 異 的 発現 の 制御 にっ いて新
ら しい知 見 を得 た。
動 物 細 胞 が微 量 に しか 生産 しな い タ ンパ ク質 の 大量 生産 の 目的 で,近 年,
大 腸 菌 を 用 い て遺 伝 子 工学 的 に生 産 す る方 法 が 開 発 され て い る。 しか しな
が ら,大 腸 菌 の生 産 す る タ ンパ ク質 はそ の ア ミノ末端 が メチ オ ニ ンで あ り,
糖 鎖 も付 加 され な い こ とか ら,動 物細 胞 の生 産 す る天然 の タ ンパ ク質 の構
造 とか な らず しも同 一 で は な い。 糖鎖 を もっ天 然 型IFN-rを 遺 伝 子工 学
的 に大 量 生 産 す る ため に,申 請 者 は.ま ず ヒ トIFN-rcDNAをク ロー ン
化 した。 得 られ たcDNAをSV40初 期 プ ロモーターの下 流 に接 続 した雑 種
遺 伝 子 を構 築 し,こ れ を ウ シバ ピ ローマ ウイ ルス(BPV)ベ クタ ーに接 続
した。 このDNAを マ ウ ス細 胞 に導入 して得 られ た トラン スホ ー ム細 胞 は,
ヒ トIFN-rを 構成 的 かつ 大 量 に生 産 した。 マ ウス細 胞 の生 産 した ヒ ト
IFN-rは,分 子 量,ア ミノ末端 ア ミノ酸 配 列,糖 鎖 の存 在 な どの点 で ヒ
トTリ ンパ球 の生 産 す るIFN-rと ほぼ 等 しい性 状 を示 した。
IFN-r遺 伝 子 はTリ ンパ球 で 発 現 され るが,こ の組 織 特異 性 を支 配 す
る メ カ ニ ズ ム に関 す る分 子 生 物 学 研 究 はほ とん ど な さ れて い な い。 申請 者
は,IFN-r遺 伝 子 の発 現 制御 にDNAメ チ ル化 が 関 与 して い る可能 性 を
考 え,検 討 した。 そ の結 果,末 梢 血 リ ンパ球 の一 部 でIFN-r遺 伝子 近 傍
のCCGG配 列 が 低 メ チ ル 化 状 態 に あ る こ とが 見 出 さ れ た。IFN-r生
産 能 を も たな い リンパ球 の非T細 胞 画分 や子 宮 組 織 で は高度 に メ チ ル化 さ
れ て い た。 ま た,IFN-r生 産 能 の異 な る種 々のTリ ンパ芽 球 で,IFN-
r遺 伝 子 の メ チル化 の程 度 と発現 量 が 逆 相 関 して い た。 しか し,IFN-7
を 全 く生 産 しない株 化 細 胞 のIFN-r遺 伝 子 が低 メチ ル化 状 態 に な って い
る場 合 も見 出 され,こ の遺 伝 子 の 組 織 特異 的発 現 に は脱 メ チル化 の他 に別
の機 構 も関 与 す る こ とが 示 唆 され た。
申請 者 の 開発 した動 物細 胞 に よ る糖 タ ンパ ク質 の遺 伝 子工 学 的 生 産 方 法
は,実 際 の ヒ トIFN-rの 製 造 に も応用 され る もの と して高 く評 価 され る。
ま た,DNAメ チ ル 化 によ るIFN-r遺 伝 子 の発 現 制御 に関 す る申 請 者 の
研 究 結 果 は,動 物遺 伝 子 発 現 調 節機 構 にっ いて新 ら しい知 見 を 付 け 加 え る
もの と して評 価で きる。
よ って本 論 文 は,理 学 博 士 の学 位 論 文 と して価 値 あ る もの と認 め る。
な お,主 論文 お よ び参 考 論文 に報 告 され て い る研 究業 績 を 中心 と し,こ
れ に関 連 した研 究 分 野 につ いて 試 問 した結 果,合 格 と認 め た。
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髄イ ン ター フ ェ ロ ン γー(IFN一 γ)は 、感 作 抗原 やT細 胞 マ イ トゲ ンの 刺激 を
受 け たTリ ンパ球 に よ って 生 産 ・分 泌 され るホ ルモ ン様 タ ンパ ク質 で あ り、他 の 細
胞 に抗 ウ イル ス性(ウ イル ス に対 す る抵 抗 性)を 賦 与 す る作 用 や 免 疫 担 当細 胞 の 活
性 化 を は じめ 、 多面 的 な 生 理 活性 を有 して い る。IFN一 γの生 理 作 用 を明 らか にす
るため に は、 そ の遺 伝 子 構 造 の解 析 や 高 度 精製 標 品 を用 い た研 究が 不 可 欠 で あ る 。
また 、 エFN一γ遺 伝 子 はTリ ンパ 球 で特 異 的 に発 現 す る遺 伝子 で あ るがLこ の 組 織 特
異性 を支 配 す る メ カニ ズ ム に関 す る分 子 生 物学 的な 知 見 は乏 しい 。 本 研 究 で は 、
まず ヒ トIFN一γのcDNAを 単 離 した後 、 これ を用 いて ヒ トIFN一 γの 遺 伝 子 工 学 的生
産 法 な らび に遺 伝 子 発 現 機構 に関 す る研 究 を行 い 、以 下 の知 見 を得 た 。
(1).ヒ ト脾 細 胞 か らIFN一 γnRNAを 抽 出 し、そ のcDNAを ク ロー ン化 し た 。得 ら
れ たcDNAの 塩 基 配 列 は 、 既 に報 告 され て い る エFN一γcDNAの 配列 と完 全 に同 一 で あ
っ た 。IFN一 γの 前 駆 体 お よび 成 熟 タ ンパ ク質 の ア ミノ酸 配 列 は 、 それ ぞ れ166個,
143個 の ア ミ ノ酸 残 基 か ら成 る と推 定 され た 。
(2).ク ロー ン化 した ヒ トIFN一γcDNAあ る いはIFN一 α5遺 伝 子 をSV40初 期 プ ロ
モ ー タ ー の下 流 に接 続 した雑 種 遺 伝子 を構 築 し、 これ らを ウ シバ ピ ロー マ ウ イ ル ス
(BPV)ベ クタ ー と接 続 し た 。 このDNAを マ ウ ス培 養 細 胞 で あ るC127細 胞 に導 入
して得 られ た トラ ンスホ ー ム細 胞 は 、 ヒ トIFN一γやIFN一 α5を 構 成 的 に産生 し、培
養 上 清 中のIFN力 価 は3～4x105国 際 単位/rrilに 達 し た 。 これ は 、従 来 行 われ
て い た天 然IFN生 産 量 の10～100倍 の 力 価 で あ った 。導 入 し た組 み 換 え体 は細 胞 あ
た り30～50コ ピー の 染 色 体外 環 状DNAと して存 在 してお り、9enedosageeffect
お よびSV40プ ロモ ー ター の強 い転 写 活 性 に よっ て高 い発 現 量が 得 られ た もの と考
え られ る 。 さ ら に 、 この組 み換 えIFN一 γを 簡便 な 操 作 で均 一 に精 製 し、 その 性 状
を 天 然 ヒ トIFN一γ と比 較 し た。マ ウ ス細 胞 で生 産 した ヒ トIFN一γは 、SDS一 ポ リア ク
リル ア ミ ドゲ ル 電 気 泳動 にお け る分 子量(24～26K),ゲ ル濾 過 ク ロマ トグ ラ フ ィ
ー に お け るネ イテ ィブ な分 子 量(約58K),比 活 性(7～8x107国際 単 位/㎎
タ ンパ ク質),NH2一 末 端 ア ミノ酸 配 列 な どの 点 に関 して 、 天然 の ヒ トIFN一γと同 等
の 数 値,性 状 を示 した 。 さ らに 、ConA-Sepharoseに 特 異 的 に吸 着 す る こ と と分
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子 量 の 値 か ら 、糖鎖 構 造 を有 して い る こ とも示 され た 。 ま た 、マ ウ ス細 胞 で生 産 し
た ヒ トIFN一α5の 分 子 量 は 、推 定 ア ミ ノ酸 配 列 か ら計 算 され る分 子量(19,500)と
よ い一 致 を示 し たが 、 マ ウ ス細 胞 由来 の 組 み 換 え ヒ トIFN一α5と 大 腸 菌 由来 の ヒ ト
IFN一α5で は マ ウ ス細 胞 に対 す る交 叉 活 性 に差異 が 認 め られ た 。 以 上 の 結 果 は 、
筆 者 の試 み たマ ウ ス細 胞 で の 発現 系 が 天 然 のIFNと 同 様 の 構造 ・性 状 を有 す るIFN
を大 量 生 産 す る系 と して優 れ たもの で あ る こ とを示 してい る 。
(3).IFN一 γ遺 伝子 の組 織 特 異 的発 現 の 制 御 にDNAメ チ ル 化 機 構 が 関与 して い る
可 能 性 を検 討 す る た め に 、種 々のIFN一 γ産 生細 胞 と非 産 生細 胞 にっ い て エFN一γ遺 伝
子領 域 のCCGG配 列 に お け るDNAメ チ ル化 パ タ ー ンを解 析 した 。 ㏄GG配 列 の メ チ ル
化 の程 度 は、 認識 塩 基 配 列 の シ トシ ン残 基が メ チル 化 して い な い場 合 にの み 切 断 で
き る制 限 酵 素Hpa工 工(CmCGG感 受 性)と メチ ル化 に関 わ りな く切 断 で きる制 限 酵 素
晦pl(CmCGG非 感受 性)を 用 い たSouthemハ イブ リダ イゼ ー シ ョ ンに よ っ て解 析
し た。 正 常 リンパ球 や 子 宮 組織 のDNAに っ い て調 べ た結 果 、IFN一 γ遺 伝 子 近 傍 の
㏄GG配 列 は 、 リ ンパ球の 非T細 胞 画 分 や 子宮 組 織 で は 高度 にメ チ ル化 され て い る
にの に対 し、IFN一 γ産 生 細 胞 を含 むT細 胞 画 分 の一 部 の 細 胞 で は 低 メ チ ル化 状 態 に
あ る こ とが 示 され た 。 ま た、IFN一 γ産 生 能 の異 な る種 々のTリ ンパ 系 株 化 培 養 細
胞 で は 、IFN一 γ遺 伝子 近 傍 のDNAメ チル 化 の 程 度 とその 発 現 量 に逆 相 関性 が 観 察 さ
れ 、IFN一 γ遺 伝子 発 現 にDNAメ チ ル化 状 態が 必 要 で あ る こ とが 示 唆 さ れ た 。 しか
し、IFN一 γを 全 く産 生 しな い 上皮 系 株 化 培 養 細 胞 で も エFN一γ遺 伝 子が 低 メ チ ル化 状
態 に あ る例 が 見 出 され る こ とか ら、低 メチ ル化 状 態 は エFN一γ遺 伝子 発 現 の 十 分 条 件
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阯1、 イ ン ター フ ェロ ン
多 くの 多 細 胞生 物 は 、細 菌 や ウ イ ル スな どの微 生 物 感 染 に対 し て 自 らの生 存 を
維 持 す る ため の 防御 機 構 を 備 え て い る 。高 等動 物 にお け る防 御 機 構 と して は い わ ゆ
る免 疫 系(㎞esys團 が よ く知 られ てい るが 、 イ ン ター フ ェロ ンは 、免 疫 系
とは独 立 に ウ イ ル ス増 殖 を 抑制 す る因 子 と して発 見 され た(1,2)。 イ ンター フ ェ ロ
ン(以 下IFNと 略 す)は ウ イ ル ス感 染 細 胞 や免 疫 刺 激 を受 け た リンパ球 な ど に よ っ
て生 産,分 泌 され るホ ル モ ン様 タ ンパ ク質 で あ り、細 胞 に作 用 して ウ イル スが 増 殖
で きな い状態(抗 ウ イル ス状 態)に 導 く こ とに よ って ウイ ル ス増 殖 を抑 制 す る 。従
っ て 、抗 体 な ど とは 違 って個 々の ウイ ル ス に対 す る特 異 性 は な い 。少 な くと もセ キ
ツイ動 物全 般 に存 在 して い る と考 え られ て い るが 、そ の性 質 が 詳 し く研 究 され て い
るの は ヒ トお よび マ ウ ス のIFNで あ る(3～5)。 一般 に種 特 異 性 が 高 く、一 部 の 例外
を除 いて異 な る種 の 細 胞 に対 す る活 性 は 低 い(6》 。
IFNは 、抗 ウイ ル ス作 用 《1,2)の 他 に 、細 胞 増 殖 の抑 制(7)、 抗 体 産 生 の抑 制(8》
あ るい は増 強(9)、 マ ク ロ フ ァー ジ の活 性 化(10,11)、 ナチ ュ ラル キ ラー 細 胞活 性 の
増強(12)、 主 要 組織 適 合 抗 原 の増 加(13～15)、 抗 腫 瘍 細 胞 作 用(16～18)な ど の 多
彩 な 作用 を示 す こ とが 知 られ て い る。 その 作 用 機構 に関 して は不 明 な 点が 多 いが 、
IFNが 作 用 し た細 胞 で は(2'-5')オ リゴ アデ ニ ル酸 合 成 酵 素(19),二 重 鎖RNA依
存 プ ロ テ イ ンキ ナ ーゼ(20),2Lホ スホ ジエ ス テ ラ ーゼ(21》 な どの 酵 素が 誘導 され
る こ とが 知 られ てお り、 これ らの 酵 素 を介 して ひ き起 こ され るタ ンパ ク合 成 の 阻 害
が 抗 ウ イル ス 状態 の 成 立 に重要 な役 割 を果 た して い る と考 え られ て い る(3,5,22,
23)。
2一 ヒ トイ ン タ ー フ ェ ロ ン の 性 状 と 潰 伝 子 構 浩
ヒ トのIFNは 、 そ の 抗 原 性 に 基 づ い て α型 、 β型 、 γ 型 の3っ の ク ラ ス に 大 別 さ
れ る(24》 。IFN一 α とIFN一 β は 、 ウ イ ル ス 感 染 や 二 重 鎖RNA(ポ リ 《1):ポ リ(C)な ど)
に よ っ て 誘 発 さ れ,pH2で の 酸 処 理 やSDS処 理 に 対 して 安 定 で あ る 。 ヒ トIFN一 α
は 、 セ ン ダ イ ウ イ ル ス で 誘 発 し た末 梢 白 血 球(25・26)や リ ン パ 芽 球 様 細 胞 《27～29》
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の 培 養 上 清 か ら ほ ぼ 完 全 に 精 製 さ れ 、 分 子 量15,000～24,000の単 純 タ ンパ ク 質
で 、 数 種 類 の 亜 種 が 存 在 す る こ とが 示 さ れ た 。 ヒ トIFN一 β は 、 二 倍 体 線 維 芽 細 胞
《30)や 株 化 線 維 芽 細 胞(31)を 二 重 鎖RNA(ポ リ(1》:ポ リ(C)な ど)で 誘 発 す る こ と に
よ り生 産 さ れ る 分 子 量 約20,000の 糖 タ ン パ ク で あ る 。1979年 以 降 、 ヒ トIFN一 α
,IEN一 β のcDNAや 染 色 体 遺 伝 子 が 相 次 い で ク ロ ー ン 化 さ れ 、 そ の 塩 基 配 列,ア ミ
ノ 酸 配 列 が 明 ら か に さ れ た(32～50)。 そ の 結 果 、IFN一 α 遺 伝 子 は 多 数 の 遺 伝 子 か
ら成 る フ ァ ミ リー を 形 成 し て お り 、 そ れ ら は ア ミ ノ 酸 配 列 が 相 互 に1・6～13%異 な
る分 子 種 を コ ー ド し て い る こ とが 示 さ れ た(35～37,42～44,49,50,53,54》。 ウ イ ル
ス 感 染 細 胞 か ら得 られ るIFN一 αの 精 製 標 品 の 多 様 性 は 遺 伝 子 が 多 数 存 在 す る こ と に
起 因 す る と考 え られ る 。 こ れ ら のIFN一 α分 子 は 、 そ のcDNAを 単 離 し た 研 究 グ ル ー
プ に よ っ て 、IFN一 α1,一 α2,… ・・(34,35),あ る い はIFN一 αA,一 αB,
・… 《36,37》 と命 名 さ れ て い る 。 こ れ ら のIFN一 αcDNAが コ ー ドす るIFN一 α 前 駆 体
ポ リペ プ チ ドは 通 常189個 の ア ミ ノ 雌 か ら成 る が 、IFN一 α2前 駆 体 で は188個(35)
,IFN一 αri1前 駆 体 で は195個(43)で あ る 。 こ の う ちNH2一 末 端 側 の23ア ミ ノ 酸 残
基 は シ グ ナ ル 配 列 と し て 分 泌 の 際 に切 断 され る の で 、 成 熟 ヒ トエFN一αの ア ミ ノ 酸 残
基 数 は166個(IFN一 α2で は165個,エFN一 α111で は172個)と な る 。 ま た 、IFN一
βcDNAが コ ー ドす る 前 駆 体 は 、21ア ミ ノ 酸 残 基 の シ グ ナ ル 配 列 と166ア ミ ノ 酸 残
基 の 成 熟 タ ンパ ク 質 部 分 か ら成 っ て い る 。IFN一 β の ア ミ ノ 酸 配 列 中 に は ア ス パ ラ ギ
ン結 合 型 糖 鎖 の 結 合 す る 配 列(Asn-Glu-Thr)が存 在 し て お り 、IFN一 βが 糖 タ ンパ
ク で あ る こ と を 裏 付 け て い る(38～41)。 こ れ に 対 し、 ヒ トIFN一 α は 一 部 の 例 外(
IFN一 α14,IFN一 αII1な ど)を 除 い て 一 般 に は 糖 鎖 付 加 部 位 は な い 。
ヒ トIFN一 α 遺 伝 子 群 は そ の 相 同 性 に基 づ い て 大 き く2つ の サ ブ フ ァ ミ リー に分 類
さ れ て い る 。IFN一 α1サ ブ フ ァ ミ リー は 少 な く と も15個 の 遺 伝 子 座 か ら成 り 、 そ
の 内14個 は 活 性 の あ るIFN一 α タ ンパ ク質 を コ ー ド し て い る 。 ま た 、IFN一 αIrサ ブ
フ ァ ミ リ 一ー(42～44)は 少 な く と も6個 の 遺 伝 子 座 か ら成 っ て い る が 、1っ の 遺 伝 子
(IFN一 αIII)を 除 い て 全 て 偽 遺 伝 子 で あ る 。 そ の 他 、 何 れ の サ ブ フ ァ ミ リー に も
属 さ な い と思 わ れ る2っ の 偽 遺 伝 子(IFN一 α11,IFN一 α12)も 存 在 す る(44》 。 ヒ ト
以 外 に も マ ウ ス(51),ウ シ(43)な ど のIFN一 αcDNAが ク ロ ー ン化 さ れ て お り 、 や は
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り複数 の遺 伝 子 が あ るこ とが 示 され て い る。一 方 、IFN一 βに関 して は 、最 初 に単 離
され たcDNAを プ ロ ーブ に用 い たSouthemハ イブ リダ イゼ ー シ ョンな どの結 果 な ど
か ら、 ヒ ト《47,48)や マ ウ ス 《52)ではハ プ ロ イ ドあ た り一個 の 遺 伝 子 が 存 在 す るの
み で あ る と考 え られ て い る 。 これ に対 し最 初 に クロ ー ン化 され た ヒ トIFN一β(こ れ
をIFN一 β1と 呼 ぷ)の 他 に も エFN一β2が 存 在 す る との主 張 も あ る 《53,54》 が 、 この
分 泌性 タ ンパ ク質が 抗 ウ イル ス 活性 を有 して い るか否 か にっ いて は 疑 問 点 もあ り
(55,56)、 まだ一 般 に受 け入 れ られ るに至 って い な い 。 一 方 、 ウ シで は 既 に3っ の
1】iiN一β遺 伝 子 が クロ ー ン化 され て お り(57)、 ウ シ,ウ マ,ブ タ な どで は少 な く とも
5個 の エFN・一β遺 伝 子が 存 在 す る こ とが 示 唆 され て い る(59)。
IFN一αと一βは その 一 次 構造 に高 い相 同 性が あ り、ア ミノ酸 配 列 にお い て29%,
塩基 配列 の レベ ル で は45%も の 一致 が 見 出 され る(60)。 ま た 、IFN一 α遺 伝 子 群,
IFN一 β遺 伝 子 に は介 在 配 列(イ ン トロ ン)が な く、い ず れ も第9染 色 体 の 短 腕 上
に位置 して い る(60,61)。 さ ら に、 エFN一α,一 β両遺 伝 子 の 転 写 開始 部 位 よ り上 流 約
130塩 基 対 の 領域 に は タ ンパ ク質 コー ド領域 よ りも さ ら'に高 い相 同性(55%の 一 致
)が 存 在 す る(62)。 これ らの知 見か ら、 工FN一α,一 β遺 伝子 は少 な く とも2～3億
年 前 に共 通 の祖 先 遺 伝 子 か ら遺 伝 子 重 複 によ っ て分 岐 し、 α型 は そ の後 さ らに多 数
の遺 伝 子 に分 岐 したの で あ ろ う と推 定 され て い る(44,214》 。
IFN一 γ は 、 末 梢 血 リ ンパ 球 や 非 リ ンパ 球 を コ ン カ ナ バ リ ンA(concanavalinA;
以 下ConA)、 フ ィ トヘ マ グ ル チ ニ ン(phytohema991utinin;以下PHA)(63)、 ブ ド
ウ 状 球 菌 エ ン テ ロ トキ シ ンA(staPhylococcasaαreロsenterotoxinA;以下SEA)
《64)な ど のT細 胞 マ イ トゲ ンで 刺 激 し た場 合 や 、 感 作 リ ン パ 球 を 抗 原 で 刺 激 し た 場
合 に 産 生 さ れ る リ ン ホ カ イ ン の ひ と つ で あ り 、 免 疫 イ ン タ ー フ ェ ロ ン と も 呼 ば れ て
い る(3)。 工FN一α,β と異 な り 、 一 般 に酸 処 理 やSDS処 理 で 失 活 しや す い 。IFN一 γ
産 生 に 適 し た 株 化 培 養 細 胞 は あ ま り 多 くな く、Nathanら の 報 告 し たTリ ン パ 芽 球
様 細 胞 株 で あ るMo細 胞(65)や ヒ ト レ トロ ウ イ ル ス でTリ ンパ 球 を トラ ン ス ホ ー ム
し て 得 ら れ たTCL-Fuj細 胞(66,67)が 知 られ て い る の み で あ る 。
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ヒ トIFN一 γ に は 、 少 な く と も3種 類 の 分 子 種 が 存 在 して お り 、 そ れ ぞ れSDS一 電 気
泳 動 に お い て お よ そ25,000(25K),20,000(20K),15,000(15K)の相 対 分 子 量
を 示 す(68～73)。 一 般 に は25K分 子 お よ び20K分 子 が 主 成 分 で あ り15K分 子 は 存 在
し て も ご く微 量 の よ うで あ る 《71,73)。 こ の 多 型 性 は 、 遺 伝 子 が 複 数 存 在 す る た め
で は な く、 糖 鎖 の 数 に よ る と考 え ら れ る 。 す な わ ち 、25K分 子 に は 糖 鎖 が2個,
20K分 子 に は1個 付 加 し て い る こ とが 知 ら れ て い る(72)。15K分 子 は お そ ら く糖 鎖
を 持 た な い 分 子 で あ ろ う(71》 。
ヒ トIFN一 γ のcDNAお よ び 遺 伝 子DNAはGrayら(74)をは じ め い くっ か の 研 究 グ ル
ー プ に よ っ て ク ロ ー ン 化 さ れ 、 そ の 全 塩 基 配 列 が 明 ら か に さ れ た 《74～79)。 そ の
cDNAは166個 の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら 成 るIFN一 γ前 駆 体 ペ プ チ ド鎖 を コ ー ドす る も の
で あ っ た 。精 製 ヒ トエFN一γのNH2一 末 端 ア ミ ノ 酸 配 列 と の 比 較 に よ り 、 前 駆 体 タ ン パ
ク の は じめ の メ チ オ ニ ン か ら23番 目 の シ ス テ イ ン ま で が シ グ ナ ル ペ プ チ ドで あ り
、 成 熟IFN一 γ タ ン パ ク 質 の ポ リペ プ チ ド鎖 は143ア ミ ノ 酸 残 基 か ら成 る こ とが 示 さ
れ た(72》 。 ま た 、 ア ス パ ラ ギ ン 結 合 型 糖 鎖 が 結 合 し得 る 配 列(Asn-X-SerorThr)
は2箇 所 見 出 さ れ た 。 し か し 、cDNAの 成 熟IFN一 γ領 域 を 大 腸 菌 で 発 現 させ て 活 性
の あ るIFN一 γ を 生 産 で き る こ と か ら 、IFN一 γの 活 性 発 現 に お い て 糖 鎖 部 分 は 必 要 で
は な い(74,77)。 ヒ ト第12染 色 体 の 長 腕 上 に 存 在 す るIFN一 γ遺 伝 子 は 、4っ の エ ク
ソ ン と3っ の イ ン トロ ン か ら構 成 さ れ て お り 、 約5キ ロ 塩 基 対 の 長 さ に 渡 っ て い る
(61,78,79)。IFN一 γ の 塩 基 配 列,ア ミ ノ 酸 配 列 に はIFN一 α,一 β と の 相 同 性 は ほ と
ん ど認 め られ な い(74,78)。 ま た 、 イ ン トロ ンが あ る こ とや 遺 伝 子 が 位 置 す る 染 色
体 が 異 な っ て い る こ と か ら 、IFN一 γ は 、 そ の 遺 伝 子 の 由 来 も タ ン パ ク 構 造 も 他 の2
者 と は 大 き く異 な っ て い る と 考 え ら れ る 。 細 胞 膜 表 面 に 存 在 す るIFNレ セ プ タ ー に
関 し て も 、IFN一 α と 一β が 共 通 の レセ プ タ ー に 結 合 す る の に 対 し 、IFN一 γ は こ れ と
は 別 の レセ プ タ ー に 結 合 す る と 考 え ら れ て い る(80～83)。
本 研 究 で は 、 ま ず 、 ヒ トIFN一 γのcDNAを ク ロ ー ン化 し て 塩 基 配 列 を 決 定 し 、
Devosら の 報 告 し た 配 列(76)と 一 致 す る こ と を 確 認 し た 。 そ の 内 容 は 、 「結 果 」の
第 一 部 に 示 し た 。 次 い で 、 こ のcDNAを 用 い て 、 ヒ ト1】Ut一γの 遺 伝 子 工 学 的 生 産 法
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お よび 遺 伝 子 発現 磯 構 の 研 究 を行 っ た 。以 下 に、筆 者 が これ らの 研 究 を 行 っ た研 究
背景 と目的 にっ いて述 べ る 。
3、 組 み 換 えDNA拮 術 に よ る イ ン タ ー フ ヱ ロ ン の 塗 産
イ ンター フ ェ ロ ンの分 子 構 造 や 多面 的 な 生 理 活 性 を詳 細 に解 析 す る ため にはIFN
の 大 量生 産 と高 度 精 製 を行 う必 要 が あ る 。 しか し、IFNは タ ンパ ク量 と してはin
vivoで もinVitlX)で も極 め て微 量 に しか 産 生 され ず 、培 養 細 胞 で 生 産 す る方 法 に
は多 くの 困難 が 伴 う 。 そ の ため 、遺 伝子 操 作 の 手 法 を用 い てIFNを 大 量 に生 産 す
る こ とが 試 み られ て きた 。 す で に、 クロー ン化 し た ヒ トや マ ウ スの イ ンタ ー フ ェ
ロ ン遺 伝子 を大 腸 菌(EscherichiaooヱiK-12株)(5,32,39,74,84～87),枯草 菌
(Baciヱ ヱussubtiヱis)(88),酵 母(Saccharonurcescerevisiae)(89)などの 微 生
物 に導 入 して 大量 生 産 に成 功 した例 が 報告 され て い る 。 しか し、 この よ うな 組 み
換 えIFN分 子 は 、必 ず しも本 来 のIFN(こ れ を以 後 天 然IFNと 呼 ぶ こ と にす る)と
同 じ もの で はな い 。 先 にのべ た よ う に、 ヒ トIFN一β,IFN一 γは糖 タ ンパ クで あ る
がt細 菌 に よ っ て合 成 され たIFN一 β,一 γに は糖 鎖 が 付 い て い な い と考 え られ て い
る(86,87)。 また 、IFNの 前 駆 体 タ ン パ ク質 を大 腸 菌 で 発現 させ て も シグ ナル ペ ブ
チ ドの正 確 な 切 断 や細 胞 外 へ の 分 泌 は行 われ な い ため 、通 常 はIFN遺 伝 子(あ る い
はcDNA)の シグ ナルペ プ チ ド部 分 を除 い た成 熟 工FN部 分 の 直前 に開始 コ ドン(ATG
)を 接続 し、成 熟IFN分 子 を細 胞 内 に蓄 積 させ る方 法 が と られ て い る 《84～87)。 こ
のNH2一 末端 の メチ オ ニ ン残 基 は大 腸 菌 に存在 す る切 断 酵 素 で 除去 され る場 合 とそ う
で な い場 合 が あ る(86,87)。 ま た、 大腸 菌 で生 産 した ヒ トIFN一γで は 、COOH一 末 端
側 の12個 の ア ミ ノ酸 配 列が 欠損 した分 子が 存 在 す る との 報 告 もあ る(90)。 大腸 菌
で生 産 したIFN一 β,一γも 抗 ウ イル スそ の 他 の活 性 を有 す る こ とか ら、糖 鎖 部 分 は
活 性 発現 に必 須 で はな い と考 え られ るが 、立 体構 造,抗 原 性,薬 力 学 的性 質 な どが
天然IFNと 異 な って い る可 能 性 は十 分 考 え られ る 。実 際 、大 腸 菌 由来 の ヒ トIFN一β
やIFN一 γ と天 然 の それ ら とで抗IFN抗 体 に対 す る反 応 性 に違 いが 生 じ る例が 報 告 さ
れ て い る(91,92)。
これ らの 問 題 点 を解 決 す る手 段 の ひ とっ と して 、哺 乳 類 の培 養 細 胞 にIFN遺 伝 子
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を導 入 して 発 現 させ る こ とが 考案 され た 。 しか し、動 物 培 養 細 胞 は大 腸 菌 な ど に
比 べ て増 殖 速 度が 著 し く遅 い上 に タ ンパ ク合 成量 も低 い ため 、 大 量 生産 を行 うため
に は遺 伝 子 発 現 量 の 高 い系 を用 い る必 要 が あ る 。HaynesとWeiss㎜(93)およ
びS()ahillら(94)は 、 ヒ トIFN遺 伝 子 をハ ム ス ター 由 来 のCHO細 胞(chinese
hamsterovarycell)に 導 入 してIFNの 大 量 生産 を試 み た 。 この 場 合.Simian
virus40(sv40)の 初 期 プ ロ モー ター で エFN遺 伝 子 を 発現 させ 、 さ らに 、 その 遺 伝
子 の 細 胞 内 コ ピー数 を増 幅 させ る工 夫(95)を 組 み合 わ せ る こ とで高 い1】iiN産生 量 を
実 現 して い る 。 高 い生 産量 を得 る ため には 、 この よ う に転 写 活 性 の 高 いプ ロモ ー
タ 一ーを使 う こ とや 遺 伝 子 量(コ ピー 数)を 高 め る こ とが 重 要 で あ ろ う。
筆 者 ら は 、 本 研 究 に お い て 、 ウ シ バ ピ ロ ー マ ウ イ ル ス1型(bovinepapilloma
virus-1)の 遺 伝 子 を 発 現 用 ベ ク タ ー に 用 い 、 マ ウ ス 細 胞 で ヒ トIFNを 大 量 生 産 す
る こ と を 試 み た 。 ウ シ バ ピ ロ ー マ ウ イ ル ス1型(以 下BPVと 略 す)は パ ポ バ ウ イ
ル ス に 属 し 、 ウ シ に い ぼ(wart)を 作 るDNA腫 瘍 ウ イ ル ス で あ る(96)。 そ の ゲ ノ ム
は7945塩 基 対 の 環 状 二 本 鎖DNAか ら成 っ て い る(97)。BP▽ を 培 養 細 胞 で 増 殖 させ
た 例 は 現 在 の と こ ろ 知 られ て い な い が 、 詔 歯 類 の 株 化 培 養 細 胞 で あ る マ ウ スC127
細 胞.NXH3T3細 胞,ラ ッ トFR3T3細 胞 な ど に 感 染 させ る と 細 胞 を トラ ン ス ホ ー ム
す る こ とが で き る(98～100)。 トラ ン ス ホ ー ム し た細 胞 は 、 接 触 阻 止 効 果(contact
inhibition)や 培 養 基 質 要 求 性(anchoragedependency)を失 い 、 腫 瘍 原 性 を 有 す
る よ う に な る(101,102)。 他 の 腫 瘍 ウ イ ル ス に よ っ て 細 胞 を トラ ン ス ホ ー ム し た場
合 に は 、 一 般 に ウ イ ル ス ゲ ノ ム は 宿 主 細 胞 の 染 色 体DNAに 組 み 込 ま れ て 存 在 す る 。
と こ ろ がBPVで トラ ン ス ホ ー ム し た 細 胞 で は 、 ウ イ ル スDNAは 宿 主 染 色 体 に 組 み 込
ま れ ず に 染 色 体 外 の 小 環 状DNA(エ ピ ゾ ー ム)と し て 存 在 す る と い う ユ ニ ー ク な 性
質 が あ る(99,103)。 細 胞 の トラ ン ス ホ ー メ ー シ ョ ンお よ び エ ピ ゾ ー ム 状 態 の 確 立 と
維 持 は 、BPVの 全 ゲ ノ ム の69%に 相 当 す る 約5・4kbのDNA断 片 で も可 能 で あ る
(101,104)。 こ のBPVエ ピ ゾ ー ム は 細 胞 当 た り10～150コ ピ ー で 安 定 に 保 持 さ れ る
(99,104)こ とか ら 、 大 量 生 産 を 目 的 と す る発 現 ベ ク タ ー と し て 有 望 で あ る と思 わ
れ た 。 筆 者 ら は 、 ヒ トIFN一 γお よ びIFN一 α5のcDNAをSV40初期 プ ロ モ ー タ ー に 接
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続 した雑 種 遺 伝子 をBPV-DNAに 組 み込 み 、 これ を マ ウ スC127細 胞 に導 入 して ヒ ト
IFNを 構 成 的 に産 生 す る細 胞株 を確 立 し た(105)。 こ う して生 産 し たIFN一 γは 、糖
鎖 を有 す る点 やNH2一 末 端 ア ミノ酸 配列 な ど にお い て天 然 の ヒ トIFN一γ と同様 の性 状
を示 した 。 これ らの 結 果 は 、 「結 果 」第 二部 に示 した 。
.4、DNAメ チ ル化 機 構 と潰 伝 子発 現
IFN一γ遺 伝子 はTリ ンパ球 で特 異 的 に発 現 す る遺 伝 子 で あ るが 、 そ の組 織 特 異
性 を決 定 す るメ カニ ズ ム に 関 す る分 子 生物 学 的 知 見 は乏 しい 。真 核 生 物 にお いて遺
伝 子 の 発 現 が どの よ う に制 御 され て い るの か とい う こ とは高 等 動物 のホ メオ ス タシ
スや 発 生,分 化 を分 子 レベ ルで 理 解 す る上 で重 要 な 問題 で あ り、現 在 、最 も活 発 に
研 究 され て い る分 野 の ひ とっで あ る 。 遺 伝 子 発 現 の 制御 に は 、転 写,RNAプ ロ セ
ッ シ ング,翻 訳 な どの調 節 を司 る遺 伝子 情 報 と して のDNA一 次 構 造(塩 基 配列)が
重 要 な 役割 を担 って い るこ とが 明 らか にさ れ て い るが 、近 年 、多 細 胞 生 物 の 組織 特
異 的 あ るい は分 化 段階 特 異 的 な 遺 伝子 発 現 に は、 クロ マチ ン構 造 やDNAの メ チ ル化
,脱 メ チ ル化 機 構(106～110)が 関 与 して い る こ とが 指 摘 され る よ うにな っ た 。
セ キ ツイ動 物 で は全 ゲ ノムDNAの シ トシ ン残基 の2～7%は そ の5位 が メ チル 化
され た5一メチ ル シ トシ ン に転 化 して い る こ とが 知 られ て い る(109)。5一 メ チ ル シ ト
シ ン残 基(m5C)は 、通 常 、そ の3'側 にグ ア ニ ン残 基(G)を 伴 って お り、他 の塩 基
(A,T,C)が 続 く場 合 はほ とん どな い 。 その 場合 、 メチ ル 化 は5'…GG…3'(従
っ て その 相 補 鎖 は3'・ ・㏄ ・・5')と い う配 列 を も つ二 重 鎖DNAの 両鎖 の シ トシ ン残 基
に同 時 に起 きて お り(図1)、 全 ゲ ノ ム中 のOG配 列 の70%程 度 は この よ うに メ
『4ethy1(]tedHemimethylatedNon-methylGted
量:::キ1::=1:竺 輿 量;:薫=:1:竺 彗1:=:=ll=:1:緊 ノ聾) ＼.一/
maintenancemethylasedenovomethy1ase
図1.セ キ ツ イ動 物DNAに お け る シ トシ ン残 基 の メ チ ル 化 状 態 の 変 化
*Cは 、5一 メ チ ル シ トシ ン 残 基 を 表 す 。
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チ ル化 され た状 態 に あ る(109》 。DNAが 複 製 して新 た に合 成 され たDNA鎖 の シ トシ
ン残 基 に は メチ ル基 は存 在 しな い が 、通 常 は この ヘ ミメ チル 化 状 態 を認 識 す るメ イ
ンテ ナ ン スメ チ ラ ーゼ(maintenancemethylase)によ って 速 や か にメ チ ル基 が 導
入 され る(111～113》 。 これ に よ り親 細 胞 の メチ ル化 パ ター ンが 娘細 胞 に も保 存 さ
れ る こ とにな る。 しか し、 何 らかの 機 構 に よ って メ イ ンテ ナ ンス メ チ ラー ゼ の 作
用 が 阻害 され る とメチ ル 化 され て い な いCG配 列が 生 じる こ と にな る 。 また逆 に 、
も とも とメ チ ル化 され て い な か っ たOG配 列 にdenovoメ チ ラ ーゼ が 作 用 す る と新
た にメ チル 化 され た配 列(皿50G)が 生 じ る 。 実 際 、生殖 細 胞 と種 々の 分 化 した細
胞 で はゲ ノ ム上 の い ろい ろな遺 伝 子 座 にお い てCG配 列 の メ チ ル化 パ ター ンが 異 な
って い る(109,114)。 β一グ ロ ピ ン(115),メ タ ロチ オ ネ イ ン(116),ニ ワ トリヴ ィ
テ ロ ジ ェニ ン(117,118》,レ トロ ウイ ル ス(119,120》,ア ルブ ミ ン(121)な ど多 くの
遺 伝 子 にお い て 、 その 遺 伝子 領 域 内のOG配 列 の メチ ル化 の程 度 が 低 い状 態(
undennethylation,以 下低 メチ ル 化状 態 と呼 ぶ)と そ の遺 伝 子 の 転 写 活 性 に相 関性
が あ る こ とが 指 摘 され て い る 。す な わ ち 、 これ らの 遺 伝子 で は 、 これ を発 現 して い
な い組 織 の細 胞 で は そ の遺 伝 子 近 傍 のCG配 列 が高 度 に メチ ル 化 され てお り、特 異
的 に発現 して い る組 織 の細 胞 で は 低 メ チ ル化 状 態 にあ る 。 また 、細 胞 をDNAメ チ
ル化 の阻 害 剤 で あ る5一アザ シチ ジ ン存 在 下 で 培養 す る こ と に よ ってDNA低 メ チ ル化
状 態 を 引 き起 こす と、 も と も と発現 して いな か っ た遺 伝 子 が 発 現 す る よ う にな る こ
とも見 出 され て い る(116,119,122～125》 。 これ らの 観 察 か ら 、DNA低 メ チ ル化 状 態
は遺 伝子 が 転 写 され る ため の 必 要条 件 で あ ろ う と考 え られ る よ う にな っ た 。 さ ら
に 、細 胞 に外 か らDNAを 導入 して発 現 させ る実験 にお い て も遺 伝 子 をinvitroで
メチ ル 化 して お く とその 発 現が 抑制 され る とい う結 果(126～128)も 報 告 され てお り
、DNAメ チ ル化 に よ って遺 伝 子 が 不 活 性 な状 態 にな る とい う考 えを 支持 して い る 。
DNAメ チ ル化 が どの よ うな機 構 で転 写 制 御 に関与 し得 るの か につ い て は今 の とこ
ろ不 明 で あ るが 、DNAの 二 次 構 造 の 変 換(B型 か らZ型 へ の 変換)を 通 して転 写 に
影響 を与 え る こ とが 示唆 され てお り(129)、 クロ マチ ン構 造 の 変 化 に関係 して い る
可 能 性 も考 え られ る。 しか し 、組 織 特異 的遺 伝 子 発 現 と低 メ チ ル化 状 態 に相 関 性
が 見 出せ な い遺 伝子 も知 られ て い る(130・131)。 また 、マ ウ スの 主 要組 織 適 合 抗 原
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の 一 つ で あ るH-2K遺 伝子 は通 常 これ を発 現 して い る細 胞 で も高 度 に メチ ル 化 され
て い るが 、5一アザ シ チ ジ ン を作 用 させ て低 メチ ル化 状 態 にす る と先 に挙 げ た 例 とは
逆 に転 写 が 抑 制 され る とい う報 告 もあ る(132)。DNAメ チ ル 化 の 果 たす 機 能 は全 て
の遺 伝 子 に対 して 普遍 的 で は な く、遺 伝 子 の 種類 に よ って 異 な って い るの か も しれ
な い 。
先 に述 べ た よ うに 、IFN一 γは感 作 抗 原 や マ イ トゲ ンの 刺 激 され たTリ ンパ 球 に
よ って産 生 され る。 エFN一γ遺 伝子 の 発 現 は 主 と して転 写段 階 で制 御 さ れ て い る
(133,134)が 、Tリ ンパ 球 に特 異 的 で 、か っ ま た誘導 刺 激 に依 存 し た発現 を コ ン ト
ロー ル す る機 構 は不 明で あ る 。S㎎a皿uraら に よ っ て確 立 され た ヒ トTリ ンパ 芽 球
細 胞株 で あ るTCL-Fuj細 胞(66》 はIFN一 γ生 産 能が 安 定 して い る均 一 な細 胞 集 団 な の
で 、IFN一 γの 遺 伝子 発 現 制 御 を研 究 す る ため の よ い系 にな る と考 え られ る(67)。
筆者 らは 、本 研 究 に お い て、IFN一 γ遺 伝 子 の発 現 制 御 にDNAメ チ ル化 機 構 が 関 与
して い るか ど うか を調 べ る ため に 、種 々の ヒ ト正 常 細 胞や 株 化 培 養 細 胞 の エFN一γ遺
伝 子近 傍 の ㏄GG配 列 にお け るメ チ ル化 パ ター ンを解 析 した(135)。 そ の結 果 は 、 「
結 果 」第 三 部 に示 した 。
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材 料 と 方 法
瞳
Eagleの 最 小 必 須 培 地(Eagle,sminimalessential皿edim;以下r"IEr・1),メ
チ オ ニ ン不 含rtEr・1,お よ びDulbecco変 法Eagle培 地(Dulbeceo'smodified
Eagle'smedium;以下DMEM)は 日 水 製 薬 か ら 、R]MI-1640培 地 お よ び ウ シ 胎 児 血 清
(fetalcalfserum;以下FCS)はGibco社 か ら 、新 生 仔 ウ シ 血 清(newbOrncalf
serum;以 下NCS)は ミ ド リ 十 字 社 か ら 、 そ れ ぞ れ 購 入 し た 。 リ ン酸 緩 衝 塩 類 溶 液(
phosphatebufferedsaline;以下PBS(一))は 、Dulb㏄coのPBS(68)からMgCl2と
CaCl2を 除 い た 処 方 に 従 っ て 調 製 し た 。仔 ウ シ 血 清(calfse㎜;以下CS)は 、 滋
賀 県 食 肉 衛 生 検 査 所 よ り供 与 さ れ た 仔 ウ シ 血 液 か ら調 製 し た 。 ブ ドウ 状 球 菌 エ ン テ
ロ トキ シ ンA(SEA)は 岩 手 大 学 農 学 部 の 品 川 邦 汎 教 授 か ら 、12-O一 テ トラ デ カ ノ イ
ル フ ォ ル ボ ー ル13r酢 酸(12K)-tetradecanoylphorbOl13-acetate;以下TPA)は
京 大 ウ イ ル ス 研 究 所 日沼 頼 夫 教 授 か ら 、 そ れ ぞ れ 供 与 し て い た だ い た 。 チ オ シ ア ン
酸 グ ア ニ ジ ン(guanidiniumthiocyanate;以下GTC)はFlukaか ら 、ATP,ADP,
dATP,dCTP,dGTP,dπTP,ポリ(A》 は ヤ マ サ 醤 油 か ら 、 制 限 エ ン ドヌ ク レア ー ゼ な
ど の 酵 素 類 は 宝 酒 造.東 洋 紡,フ ァル マ シ ア,べv・ 一リ ン ガ ー マ ン ハ イ ム 山 之 内,P・
L.biochemicals,PromegaBiotec,BethesdaResearchLaboratories,New
EnglandBioLabs等か ら 購 入 し た 。 ト リ骨 髄 芽 球 症 ウ イ ル ス 逆 転 写 酵 素 は 、J.W.
Beard博 士(LifeSciences社)の調 製 し た も の を 生 化 学 工 業 よ り供 与 し て い た だ
い た 。 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ λCharon4A一 ヒ ト染 色 体DNAラ イ ブ ラ リ ー(137)は 、T.
Mania七is博 士 らが 作 製 し た も の を 、 東 大 医 科 学 研 究 所 の 長 田 重 一 博 士 を 介 し て 供
与 し て い た だ い た 。 【32P]無 機 リ ン 酸(比 活 性8,000Ci/mol)と[35S]メチ オ ニ ン
(比 活 性400ci/㎜ol)は ア マ シ ャ ム か ら 、[α 一32P]d()'rP(比 活 性3,000
Ci/㎜ol)は ア マ シ ャ ム ま た はNewE㎎landNuclearから 購 入 し た 。CPG-10(
controlled-poreglass;CPG-10350オン グ ス トロ ー ム20/200メ ッ シ ュ)は フ ナ
コ シ 薬 品 か ら 、DEAE一 トヨ パ ー ル650は 東 洋 曹 達 工 業 か ら 、 α)nA-Sepharose4Bお
よびSephacrylS-200はフ ァ ル マ シ ア か ら 、AquacidelIはCalbiochem-Behri㎎か
ら 、 そ れ ぞ れ 購 入 し た 。 抗 ヒ トIFN一 γ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 カ ラ ム(73)は 、 当 研 究
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室 の 宮 田 敬 三 氏 が 作 製 し た も の を 使 用 し た 。 ウ サ ギ 抗 ヒ トIFN一 α/β 抗 体 はNa-
tionalIns七i七uteofHealth(NIH)から 、 ウ サ ギ 抗 ヒ トIFN一 α抗 血 清(138》 は 東
京 都 臨 床 医 学 総 合 研 究 所 の 米 原 伸 博 士 か ら 、 ウ サ ギ 抗 ヒ トIFN一 γ抗 体 はLeuven大
学 血rcDeLey博 士 か ら 、 そ れ ぞ れ 供 与 し て い た だ い た 。 大 腸 菌 で 生 産 し た組 み
換 え ヒ ト1助 の 精 製 標 品 は 、ZUrieh大 学C・Weiss㎜博 士 か ら 供 与 し て い た
だ い た 。
2一 プ ラ ス ミ ドDNA
pBR322(139),pBR327(140),pBR322-SV40(mapuni七sO.71～0.86)(14ユ),
PBR322-SV40(mapunitsO・19～0・32)(141》,Hif-2h《32)など の プ ラ ス ミ ド は 、 東
京 大 学 医 科 学 研 究 所 の 長 田 重 一 博 士 よ り 供 与 し て い た だ い た 。 プ ラ ス ミ ドpKCR
(142)はR・Breathnach博士 か ら 、 プ ラ ス ミ ドpdBPV-1(104》 はNationalCancerIn-
s七ituteのPeterM・Howley博 士 か らtそ れ ぞ れ 供 与 し て い た だ い た 。 プ ラ ス ミ
ドJW151(143)は 、 東 京 大 学 薬 学 部 の 帯 刀 益 夫 博 士 を 通 じ てYale大 学B・G・Forget
博 士 か ら 供 与 し て い た だ い た 。
3、 ヒ トリンパ球 お よび 子官 組 織
ヒ ト脾 リンパ球 は 、兵 庫 医科 大学 病 院 にお い て肝 硬 変 あ るい は 胃癌 患 者 の外 科 手
術 の 際 に摘 出 され た脾臓 よ り当該 患 者 の承 認 を得 て兵 庫 医科 大学 に て調 製 した もの
を使 用 させ て い た だ い た 。脾 リ ンパ球 の 精製 は 、Bayumら の方 法(144)を 一 部 改 変
して 以 下の よ う に行 った 。脾 臓 を0.1%ウ シ備 ア ルブ ミ ン(bovinese㎜
albumin;以 下BSA)と2units/rnlの ヘ パ リンを含 むPBS(一)中 で氷 冷 下細 切 した後
ピ ンセ ッ トで ほ ぐ し、金 属 ふ る い に通 して細 胞 浮 遊 液 を得 た。200xg,10分 間 の
遠 心操 作 に よ っ て細 胞 を集 め 、上 記 の 緩 衝液 に再 浮 遊 した 。50皿1の 遠 心 管 に6.5
%フ ィ コー ル,9・5%イ オ タ ラム酸 ナ トリウ ム を含 むPBS(一)(比 重1.083)を15ml
入 れ 、 この 上 に30mlの 細 胞 浮 遊 液 を重 層 して20℃ で400xg,30分 間 の 遠 心 操
作 を行 っ た 。中 間層 の リンパ 球 画 分 を集 め 、PBS(一 》で3回 、10%のFCSを 含 む
RPMI-1640培 地 で1回 洗 浄 した後 、IFN産 生 に用 い た 。
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DNAメ チ ル化 の 解 析 に用 い た ヒ ト末 梢 血 リ ンパ 球 は 、健 常 成 人 の末 梢 血 か ら分 離
したbuffycoat画 分 を上 記 の フ ィコ ー ル イーオ タラ ム酸 ナ トリウ ム液 を 用 い た遠
心 操 作 にか け て精 製 し、 こ れ を さ ら にNakaneとMiyagawaの方 法 《145)に 従 って
以 下 の3っ の 細 胞 画 分 に 分画 し た もの を用 い た 。末 梢 血 リ ンパ 球 を1x107
cells/mlの 濃 度 で10%FCSを 含 むRPMI-1640培 地 に浮遊 させ 、 これ を30凪 ず っ
14cmの 培 養 用 プ ラ ス チ ッ クペ トリ皿 に入 れ 、37℃ のCO2イ ンキ ュベ ー タ ー で2時
間培 養 し た。培 養 後 、ペ トリ皿 に付 着 しな か っ た細胞 を培 地 ご と新 しいプ ラ ス チ ッ
クペ トリ皿 に移 し、 再び37℃ で2時 間培 養 した 。非 付 着 細 胞 を除 い た後 、全 て の
ペ トリ皿 をPBS(一)で 洗 浄 し、残 っ た付着 細 胞 を ラバ ー ポ リスマ ンで 集 め て プ ラ ス チ
ッ ク付 着 細 胞 画 分 と した 。非 付着 細 胞 は 、S-《2-aminoethyl)isothiouronium
bro皿ideで 処 理 した ヒツ ジ赤 血 球 を用 い たE一 ロ ゼ ッ ト形 成 法(146)に よ ってT細 胞
画 分 と非T細 胞 画 分 に分 画 し た 。
子 宮組 織 と しては 、子 宮 筋 腫 患 者 の外 科 手 術 の 際 に摘 出 され た子 宮 を 当該 患 者 の
承 認 を得 て使 用 させ て い た だ い た 。
4、 株 化 培 養 細 胞
ヒ ト胎 児 由 来GM2504細 胞(第21番 染 色 体3倍 体)は 、 塩 野 義 製 薬 よ り 供 与 さ れ た
も の を 、10%FCSを 含 むMED・1で 培 養,継 代 し た9ヒ ト羊 膜 由 来FL細 胞,ヒ ト鼻 咽
腔 癌 由 来 肥 細 胞 お よ び マ ウ スL細 胞 は 、3～5%のNCSま た はCSを 舎 む 甑Mで 培
養,継 代 し た 。 マ ウ スC127細 胞(147),C127細 胞 由 来 の トラ ン ス ホ ー ム 細 胞 お よ
び サ ルOOS-7細 胞(148)は 、 特 に 断 わ らな い 限 り ・10%FCSを 含 むD㎜ で 培 養 、 継
代 し た 。Tリ ンパ 芽 球 様 株 化 培 養 細 胞 で あ るTCL-Fuj細 胞,T(JL-Tan細 胞,T℃L-
Kan細 胞,TCL-Haz細 胞(66)は 京 大 ウ イ ル ス 研 究 所 日沼 頼 夫 博 士 か ら 、 ま たTCL-
Fuj由 来 のTCL-Fuj2M細 胞,TCL・-FujHl細 胞,TCL-FujH2細 胞,Tα ・-FujLl細 胞
(149)お よ び 前 骨 髄 球 様 白 血 病 細 胞 株(promyelocy七icleukemiacellline)であ
るHL60細 胞(150)は 神 戸 市 環 境 保 健 研 究 所 の 松 山 雅 子 博 士 か ら 、 そ れ ぞ れ 供 与 し て
い た だ い た 。 こ れ らの 造 血 系 株 化 培 養 細 胞 は 、10%F(「sを 含 むRPMI-1640培 地 で
培 養,継 代 し た 。
15
5一 ウ イ ル ス
EncePhalo皿yocarditisvil'us(以下EMCV)は 、 癌 研 究 会 癌 研 究 所 の 谷 口 維 紹 博
士 よ り 供 与 し て い た だ い た も の を 、 マ ウ スL細 胞 で 継 代 し て 用 い た 。MengOvirUS
は 、 東 大 医 科 学 研 究 所 の 長 田 重 一 博 士 よ り供 与 し て い た だ い た も の を 、 マ ウ スL細
胞 で 継 代 し て 用 い た 。Sindbisvirus(以下SbV)お よ びVesicularsto胆titis
virus;NewJersey株(以下VSV)は 、 当 研 究 室 保 有 の も の を ハ ム ス タ ーBHK細 胞
で 継 代 し て 用 い た 。
6、 イ ンij-一 フ ェ ロ ンの 力 価 測 宗
ヒ トIFN活 性 は 、GDC2504細 胞 と㎜,FL細 胞 とMengovi則s,ある い は 肌 細 胞
とSbVな ど の 細 胞 一ウ イ ル ス 系 を 用 い て 、 細 胞 変 性 効 果(cyヒopathiceff㏄t;以下
CPE)阻 止 法(151)に よ っ て 測 定 し た 。 マ ウ スIFN活 性 は 、L細 胞 とVSVを 使 っ て 同
じ くCPE阻 止 法 に よ り測 定 し た 。
1～3x105cells/皿1の 細 胞 を96ウ ェ ル マ イ ク ロ プ レー トの 各 ウ ェ ル に0・1
mlず っ 入 れ 、 こ れ を37℃ の5%OO2イ ン キ ュ ベ ー タ ー で 培 養 し た 。細 胞 接 着 後 、
培 養 液 を 除 き 、 血 清 濃 度 を0・5～1・0%に 下 げ た 培 地 で 段 階 希 釈 し た 測 定 試 料 を ウ
ェ ル あ た り0・1皿1入 れ 、12～24時 間 培 養 し た 。 培 養 後 、 無 血 清 培 地 あ る い は0.5
%の 血 清 を 含 む 培 地 で100～1,000TCID5・ に な る よ う に 希 釈 し た ウ イ ル ス 懸 濁 液 を
0.05～0.1ml加 え 、 さ ら に36～60時 間 培 養 し た 。CPEを 検 鏡 ま た は ク リス タ ル バ
イ オ レ ッ ト染 色 に よ っ て 評 価 し 、 約50%の 細 胞 にCPEが あ ら わ れ る 希 釈 点 を も っ
てIFN力 価=1実 験 単 位/ml(1unit/皿1;以下u/mlと 表 す)と し た 。 組 み 換 え
ヒ トIFN一 α5,エFN一 γの 力 価 は 、NIHの ヒ トIFN一 α参 照 試 料(G-093-901-527)およ
び ヒ トIFN一 γ参 照 試 料(G923-901-530)を用 い て そ れ ぞ れ 補 正 し 、 国 際 単 位(ln-
ternatiOnalUnitS;以下IU)で 表 し た 。 マ ウ ス細 胞 に対 す る 抗 ウ イ ル ス 活 性 の 力
価 も 、NエHの マ ウ ス1型IFN参 照 試 料(G-002-904-511)で補 正 し て 国 際 単 位(
IU/ml)で 表 現 し た 。
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7、RNAの 抽 出
細 胞 か らのRNAの 抽 出 は 、Chirgwinら の 方 法(152)に 従 っ て 行 っ た 。 ヒ ト脾 リ ン パ
球 をSEAで 刺 激 し て 得 たIFN産 生 細 胞(湿 重 量 約59,1x1010細胞)に60mlの
Gl℃ 溶 液 〔4MGI℃,o.5%N一 ラ ウ ロ イ ル ザ ル コ シ ン ナ ト リウ ム(sodimN-
lauroylsarcosine;以下SLS),25血Mク ェ ン酸 ナ ト リウ ム 緩 衝 液(pH7・0),
0・1M2一 メ ル カ プ トェ タ ノ ー ル(2-mercaptoethanol),0.1%アンチ フ ォ ー ムA
を 含 む)を 加 え 、 直 ち に ダ ウ ン ス ホ モ ゲ ナ イ ザ ー で 細 胞 を 破 砕 し た 後 、10,000x
9,10分 間 の 遠 心 操 作 で 細 胞 残 渣 を 除 い た 。容 積38・5mlの 超 遠 心 管 に5・7M
CsCl,0・1MEDTA(pH7・0)を13皿1入 れ 、 こ の 上 に上 記 細 胞 抽 出 液 を25ml重
層 し た 。Beckman社 製SW27ロ ー タ ー を 用 い て20℃ で24,000rpm,18時間 の 遠 心
操 作 を 行 い 、 全RNAの 沈 澱 を 得 た 。沈 澱 を7mlのTNE〔50mMTris--HCI(pH7・5
),100mMNaCl,5mMEDTAを 含 む 〕 に 溶 解 し 、 こ れ と等 量 の フ ェ ノ ー ル:ク
ロ ロ ホ ル ム:イ ソ ア ミ ル ア ル コ ー ル 混 液(25:24:1,予 めTNEで 飽 和 さ せ た も の)
を 用 い て フ ェ ノ ー ル 抽 出 操 作 を3回 繰 り返 し た 後 、エ タ ノ ー ル 沈 澱 操 作 に よ っ て
RNAを 回 収 し た 。
8一 ポ リ(A)+RNAの 精 製 と分 面
RNA沈 澱 を9mlの10mMTris-HCI(pH7.5),2mME】 γ[Aに 溶 解 し、70℃ で
3分 間 加 熱 し た 後 、 氷 水 で 急 冷 し た 。 こ れ に1mlの4MNaCl,1%SLS液 を 加
え 、 オ リ ゴ ー(dT)セ ル ロ ー ス(153)の カ ラ ム(1・5皿1)に 吸 着 さ せ た 。10血M
Tris-HCI(pH7・5),0・4MNaCl,1mMEDTA,0・1%SLSで カ ラ ム を 洗 浄 し て
非 吸 着 画 分 を 除 い た後 、10mMTris-HCI(pH7・5),1皿MEDTA,0.1%SLSに
よ っ て 吸 着 し た ポ リ(A)+RNAを 溶 出 し た 。 得 ら れ た ポ リ(A)+RNAを 分 子 量 に よ っ て
分 画 す る た め に シ ョ糖 密 度 勾 配 超 遠 心 を 行 っ た 。70℃ で3分 間 の 熱 処 理 後 急 冷 し
た ポ リ(A戸RNA(0.1ml)を5～25%(w/v)の 直 線 シ ョ糖 密 度 勾 配 水 溶 液 〔5
ml;50mMTris-HCI(pH7・5),0・2MNaCl,1mMEDTA,0・1%SLSを 含 む
〕 に重 層 し 、 日 立RPS-40ロ ー タ 一ーを 用 い て4℃ で26,000rpm,19時間 の 遠 心 操 作
を 行 っ た 。 遠 心 後 、0・25mlず っ20画 分 に 分 画 し 、 エ タ ノ ー ル 沈 澱 操 作 に よ っ て
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各 画 分 の ポ リ(A)・RNAを 回 収 し た 。
9 「 ・、 φ工 も 一 IFN-mRNA 溜{
IFN一 γtnRNAの 生 物 活 性 は 、 ア フ リ カ ツ メ ガ ェ ル(XenopuslaeVis)卵母 細 胞 の
タ ン パ ク合 成 系 を 利 用 す るGurdonら の 方 法(154》 に従 っ て 測 定 し た 。 ポ リ(A》 ←RNA
沈 澱 を40μ1の 水 に 溶 解 し 、 こ の う ち2μ1を 微 量 注 射 器 に 取 っ て 約50個 の 卵 母
細 胞(s七ageV-VIの も の)に 約40nlず っ 注 入 し た 。 こ の 卵 母 細 胞 を0・15mlの
変 法Barth培 地(155)〔7.5mMTris-HCI(pH7・6),88mMNaCl,1mMKCI,
0.33mMCa(NO3)2,0.41mMCaCl2,0.82皿MMigSO4,2.4mMNaHCO3,18
mits/岨 ペ ニ シ リ ンG,18μ9/血1ス ト レプ トマ イ シ ン,40μ9/niゲ ン タ マ イ シ ン
を 含 む 〕 に浮 遊 さ せ 、24℃ で48時 間 培 養 し た 後 、 培 養 上 清 中 の エFN活 性 を 測 定 し
た 。
.10、 二 重 鎖cDNAの 合 成 とcDNAラ イ ブ ラ リ ー の 作 製
cDNAラ イ ブ ラ リー は 、 以 下 の2っ の 異 な る 方 法 に よ っ て 作 製 し た 。
方迦 ポ リ(A》+RNAを 鋳 型 と し てEfstratiadisらの 方 法(156)で 二 重 鎖cDNA
を 合 成 し た 後 、Hoeijrnakersら の 方 法(157)に 従 っ て 次 の よ う にcDNAラ イ ブ ラ リー
を 作 製 し た 。 ま ず 、 二 重 鎖cDNAに オ リ ゴ ー(dC》 鎖 を 付 加 し 、 プ ラ ス ミ ドpBR322を
制 限 酵 素Pstlで 切 断 し て オ リ ゴ ー(dG》 鎖 を 付 加 し た も の1158)と ア ニ ー ル さ せ て 組
み 換 え プ ラ ス ミ ドを 作 製 し た 。 次 い で 、VandenBergら の 方 法(159)に 従 っ て カ ル
シ ウ ム 処 理 を 行 っ た 大 腸 菌X1776株(160)を こ の プ ラ ス ミ ドで 形 質 転 換 《157)し 、
テ トラ サ イ ク リ ン耐 性 の 形 質 転 換 株 か ら成 るcDNAラ イ ブ ラ リー を 得 た 。
方塾 ポ リ(A)+RNAを 鋳 型 と し て 、Okaty・amaとBer9の 方 法(141)に 従 っ て 二
重 鎖cDNAを 含 む 組 み 換 え プ ラ ス ミ ドを 作 製 し た 。VandenBergらの 方 法 で カ ル シ
ウ ム 処 理 し た 大 腸 菌SK1592株(161》 を こ の プ ラ ス ミ ドで 形 質 転 換 し 、 ア ン ピ シ リ ン
耐 性 の 形 質 転 換 株 か ら成 るcDNAラ イ ブ ラ リー を 得 た 。
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11A 1' 's"二DN32P≡
Grayら に よ っ て 決 定 さ れ た ヒ トIFN… γcDNAの 塩 基 配 列(74)の 一 部 に 相 当 す る オ
リゴ デ オ キ シ リボ ヌ ク レオ チ ド(14量 体;5'dAAACAGCAI℃TGAC)は、 松 本 時 光 氏
(MS機 器)に 合 成 し て い た だ い た(図2)。 ま ず 【γ 一32P】A皿}をKennedyの 方 法
(162)に 従 っ て[32P]無 機 リ ン 酸 とADPか ら酵 素 的 に 合 成 しLこ れ を 用 い て オ リゴ ヌ
ク レオ チ ドの 標 識 を 行 っ た 。50血MTris-HCI(pH9・0),10mMMgC12,5mM
ジ チ オ ト レイ トー ル(dithiothreitol),0.1mMスペ ル ミ ジ ン,0.1mMEDTA,
300μCiの[γ 一32P]ATP(比 活 性 約8,000Ci/mol),15pao1の合 成 オ リゴ ヌ ク
レオ チ ドを 含 む 反 応 液(20μ1)に6unitsのT4ポ リ ヌ ク レオ チ ドキ ナ ー ゼ を 加
え て 、37℃ で30分 間 反 応 さ せ た 。 生 成 し た5'32P一 標 識 オ リゴ ヌ ク レオ チ ドを フ
ェ ノ ー ル 抽 出 操 作 お よ びSephadexG-50のゲ ル ろ過 に よ っ て 精 製 し た 後 、 コ ロ ニ ー
ハ イ ブ リダ イ ゼ ー シ ョ ン の プ ロ ー ブ に 用 い た 。
二 重 鎖PNAは ・ ニ ツ ク トラ ン ス レー シ ョ ン法 《169》に よ っ て[α 一32P]d(M?で 標 識
し 、 比 活 性2～4x108dpm/μ9の 標 品 を 得 た 。
b.P。
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図2.合 成 オ リゴ ヌ ク レオ チ ドの 塩 基 配 列
(A);Grayら に よ っ て 決 定 さ れ た ヒ トIFN一 γcDNA(74)の 概 略 図 を 示 す 。 白 枠 部
分 は 、 タ ンパ ク質 コ ー ド領 域 を 表 す 。(B);cDNAの 塩 基 配 列(+鎖)の 一 部
と そ の 部 分 に コ ー ドさ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 。(C);合 成 オ リゴ ヌ ク レオ チ ド(14
量 体)の 塩 基 配 列 。
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12ニ ー ハEφ 一 奇 、
ニ トロ セ ル ロ ー ス フ ィ ル タ ー 上 に 形 質 転 換 株 の コ ロ ニ ー を 形 成 さ せ 、Hanahanと
Meselsonの 方 法(163)に 従 っ て レプ リ カ フ ィ ル タ ー の 作 製 と コ ロ ニ ー 中 のDNAの 固
定 化(コ ロ ニ ー フ ィ ル タ ー の 作 製)を 行 っ た 。
コ ロ ニ ー 一ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ るcDNAの ス ク リー ニ ン グ は 、 プ ロ ー ブ の
種 類 に応 じ て 以 下 の2っ の 方 法 の い ず れ か で 行 っ た 。
方 法1一 オ リゴ ヌ ク レ オ チ ドプ ロ ー ブ の 場 合 標 識 オ リゴ ヌ ク レオ チ ドを プ ロ
一・一・ブ に 用 い る 場 合 は 、Wallaceら の 方 法(164》 を 一 部 改 変 し て 次 の よ う に ハ イ ブ リ
ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 行 っ た 。 ま ず 、 数 枚 の コ ロ ニ ■一一フ ィ ル タ ー を 、 フ ィ ル タ ー1枚 に
つ き4mlの ハ イ ブ リダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液1〔90mMTris-HCI(pH7.5),0.9
MNaCl,6mMEDTA,5xDenhardt,s(1xDenhard七Jsは 、0.02%フ イ コ ー
ル,0・02%ポ リ ピ ニ ル ピ ロ リ ドン,0.02%BSAであ る(165)),0.5%SDS,100
μ9/mlア ル カ リ変 性 大 腸 菌DNAを 含 む 〕 に浸 し 、55℃ で6～8時 間 の プ レハ イ ブ
リダ イ ゼ ー シ ョ ン を 行 っ た 。 次 に 、32P一 標 識 オ リゴ ヌ ク レオ チ ド(比 活 性3x
106dpa/pmol)を0・2pmol/皿1にな る よ う に 加 え た ハ イ ブ リダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液1
(フ ィ ル タ ー1枚 に っ き0・8ml)に こ の フ ィ ル タ ー を 浸 し 、31℃.34℃ ま た は37
℃ で20時 間 保 温 し た 。 ハ イ ブ リダ イ ゼ ー シ ョ ン 後 の フ ィ ル タ ー を 、90mMク ェ ン
酸 ナ トリ ウ ム 緩 衝 液(pH7・0),0・9MNaClを 含 む 洗 浄 液500mlず つ を 用 い て 、
ま ず0℃ で3回 、 次 い で ハ イ ブ リダ イ ゼ ー シ ョ ン の 時 と同 じ温 度 で3回 、 そ れ ぞ れ
5分 間 ず っ 洗 浄 し た 。 フ ィ ル タ ー を 室 温 で 風 乾 し 、X線 フ ィ ル ム と増 感 ス ク リ_ン
を 重 ね て1～2日 露 出 し た 。
。II二ss}、 一"、"一 一DNA-「 鳩AHanahanと
Meselsonの 方 法 《163)に 従 っ て 、 次 の よ う に ハ イ ブ リダ イ ゼ ー シ ョ ン を 行 っ た 。 コ
ロ ニ ー フ ィ ル タ ー を 、 フ ィ ル タ ー1枚 に っ き3mlの プ レハ イ ブ リダ イ ゼ ー シ ョ ン
溶 液II〔4xSET(1xS】 …Tは 、30mMTris-HCl(pH8・0),150mMNaCl,1m
MEDTAで あ る),5xDenhardt's,0・5%SDS,0・2㎎/皿ア ル カ リ変 性 大 腸 菌
DNAを 含 む 〕 に 浸 し 、65℃ で 保 温 し た 。12時 間 後 、 フ ィ ル タ ー を ハ イ ブ リダ イ ゼ
ー シ ョ ン 溶 液II〔4xSm・1xDenha「dt's・0・5%SDS・0・2㎎/皿 ア ル カ リ変 性
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大 腸 菌DNA,4～7x1050pm/rnl32P一 標 識DNA〕(フ ィ ル タ ー1枚 に つ き0・8ml
)に 移 し 、65℃ で 約20時 間 保 温 し た 。 ハ イ ブ リダ イ ゼ ー シ ョ ン 後 の フ ィ ル タ ー
は 、500iiilの1xSm,0・5%SDSを 用 い て 室 温 で10分 間 の 洗 浄 を1回,500ml
ず っ の2xSET,0.5%SDSを 用 い て68℃ で30分 間 の 洗 浄 を4回,1000皿1の3皿
MTris(Trizmabase;Sigma)を 用 い て 室 温 で1時 間 の 洗 浄 を1回 行 っ た の ち
室 温 で 風 乾 し 、X線 フ ィル ム と 増 感 ス ク リー ン を 重 ね て 一80℃ で1～2日 露 光 し
た 。
.13、DNAの 調 製 と制 限酵 素 反 応
大腸 菌DNAはMarmurの 方 法(166)に 従 って 、プ ラ ス ミ ドDNAはWilkieら の 方 法
B《167)に 従 って 、 それ ぞ れ調 製 した 。 ヒ トそ の他 の 動 物 の組 織 あ る い は培 養 細 胞
の 全細 胞 内DNAは 、Gross-Bellardら の 方 法(168》 に従 って 調製 し た 。制 限 酵 素 に
よ るプ ラ ス ミ ドDNAの 切 断反 応 は 、通 常 、酵 素 を購 入 し た会 社 の指 示 に従 っ て行 い
、 反応 後 、一 部 を アガ ロー スゲ ル電 気 泳 動 にか け る こ と に よ って 完全 に切 断 され て
い る こ と を確 認 した 。Southem解 析 の ため の全 細 胞 内DNAの 制 限酵 素 切 断 の 場 合
は 、次 の よ う に反応 を行 っ た 。0・05m9/mlのDNAを 含 む 指定 の反 応液(0・2～0・8
inl)にDNA1μ9あ た り0・5～4・Ounitsの 制 限 酵 素 を加 え、 よ く混 合 してか らそ
の 一部(20μ1;1・0μ9のDNAを含 む)を 分 取 し、残 りを 指 定 の温 度 で10～15時
間反 応 させ た。分 取 した反 応 液 は 、1・0μ9の バ ク テ リオ フ ァー ジ λcl857S7株 の
DNAを 加 え たの ち同 じ温 度,時 間 で 反 応 させ た。分 取 した反 応 液 に加 え た λフ ァー
ジDNAが 完全 に切 断 され て い る こ とを アガ ロ ー スゲ ル 電 気泳 動 で確 認 す る こ とを も
っ て 、全細 胞 内DNAも 完全 に切 断 され て い る と判 断 した 。複 数 の酵 素 で切 断 す る場
合 は 、適 宜 反 応 液 の 組 成 を変 えな が ら逐 次 的 に反 応 を 行 った 。
14DNA ρ _'ノ 曽 々'馬 ,こDNA
DNAの ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 は 、 特 に 断 わ らな い か ぎ り 、TAE緩 衝 液 〔50mM
Tris一 酢 酸(pH7.8),2mMEDTA,0・5μ9/mlエチ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ドを 含 む 緩 衝
液 〕 を 用 い て0・8～1・5%ア ガ ロ ー ス(Sigma・TyPellagarose)を含 む ゲ ル を 作 製
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し 、 同 緩 衝 液 を 電 解 液 と して5～10V/cmの 定 電 圧 で 泳 動 を 行 っ た(169)。
ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 に よ っ てDNA断 片 を 精 製 す る 場 合 に は 、 上 記 の ア ガ ロ ー
ス の 代 わ り に 低 融 点 ア ガ ロ ー ス(Bio-Rad,AgaroseLOw(ielTe皿perature)を用 い
て ゲ ル を 作 製 し 、Weislanderの 方 法(170》 に従 っ てDNAを 分 離,精 製 し た 。
15、DNA塩 某 配 列 の 決 定
塩 基 配 列 の 決 定 は 、DNA断 片 を フ ァ ー ジMl3mp8株 あ る い はmp9株(172)の 複 製
II型DNA(replicativefomIエ)にク ロ ー ニ ング し た の ち 、M13シ ー ク エ ン ス キ
ッ ト(宝 酒 造)を 用 い て 、 ジ デ オ キ シ 法 《171)で 行 っ た 。
16、 組 み 換 えプ ラ ス ミ ドの 構 築
1プ ラ ス ミ ドpdKon一 γpdK(R一 α5の 構 築 プ ラ ス ミ ドpdKCR一 γお よ び プ
ラ ス ミ ドpdKCR一 α5は 、Brea七hnachら が 開 発 し た 真 核 生 物 発 現 プ ラ ス ミ ドpKCR
(142》 を ベ ー ス に し て 次 の よ う に 構 築 し た(図3)。 ま ず 、 プ ラ ス ミ ドpK(mの2個
のEccRI部 位 の う ち ウ サ ギ β 一グ ロ ピ ン 遺 伝 子 内 に あ るEccRI部 位 を 欠 失 さ せ 、 さ
ら に こ の プ ラ ス ミ ドの2.96キ ロ塩 基 対(kilobase-pair;以下kbと 略)のPstl-
Saヱエ 断 片 部 分 を プ ラ ス ミ ドrML1の1・59kbPStエーSaヱ1断 片 と置 換 す る こ と に よ
っ て 、 新 た な プ ラ ス ミ ド(pdK(R)を 作 製 し た 。 次 い で 、 こ の プ ラ ス ミ ドpdKσRを
BanHIで 切 断 し た の ち ウ シ 小 腸 ア ル カ リ性 ボ ス フ ァ タ ー ゼ で 末 端 の リ ン 酸 基 を 除 去
し たDNA断 片 と 、 ヒ トIFN一 γcDNAの0.84kbSau3AI断片(図7B)あ る い は ヒ
トIFN一 α5染 色 体 遺 伝 子(50》(長 田 重 一 氏 所 有)の1・8kbB9111断片 と をT4
DNAリ ガ ー ゼ で 接 続 し 、 こ れ を 用 い て 大 腸 菌 肥101株(169)の 形 質 転 換 を 行 っ た 。
ア ン ピ シ リ ン 耐 性 形 質 転 換 株 の 数 個 の コ ロ ニ ー か ら そ れ ぞ れ 小 量 の プ ラ ス ミ ドを
Holmesら の 方 法(172)で 調 製 し 、 種 々 の 制 限 酵 素 に よ る 切 断 断 片 を ア ガ ロ ー ス ゲ ル
電 気 泳 動 で 解 析 す る こ と に よ っ てIFN一 γ あ る い はIFN一 α5が 目 的 の 方 向 に 挿 入 さ れ
て い る も の(SV40の 初 期 プ ロ モ タ ー の 転 写 方 向 とIFNの 翻 訳 配 列 の 向 きが 一 致 し
て い る も の)を 同 定 し て 、 そ れ ぞ れ プ ラ ス ミ ドpdKCR一 γ,pdKCR一 α5と し た 。
II.・ 一 ≒ ・FNFNα5stプ ラ ス ミ ドPFNγ お よ びpFNα5は 、
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プ ラ ス ミ ドpdKσR一 γ あ る い はpdKCR一 α5と プ ラ ス ミ ドpdBPV-1(104》 か ら 、 次 の よ
































図3。 ヒ トIFNを 動 物 細 胞 で発 現 させ る ため の組 み換 えプ ラ ス ミ ドの 構 築
斜 線 の 入 っ た枠 はSV40DNAを,2個 の 白 ヌキ 枠 はIFN一 γcDNAあ る いはIFN一 α5
DNAの シグ ナ ルペ プ チ ドお よび成 熟 タ ンパ ク質 の コー ド領 域 を表 す 。2っ の 黒枠
とその 間 の 点 線 は 、 ウサ ギ β一グ ロ ビ ン遺 伝 子 の 第2エ ク ソ ンの 一 部,第3エ ク ソ
ン,第2イ ン トロ ンを表 す 。 大腸 菌 のプ ラス ミ ド(pML1,plfl・2)に 由 来 す る配 列
は破 線 で,BPV-1ゲ ノ ム に由 来 す る配 列 は実 線 で 示 し た。太 い 実線 は 、BPVの69
%領 域 を 示 す 。Ainp,β 一ラ クタ マ ーゼ 遺 伝 子
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リ メ ラ ー ゼIKIenow断 片 を 用 い て 両 末 端 を 平 滑 化 し た 後 、T4DNAリ ガ ー ゼ で
Hindlllリ ン カ ー(宝 酒 造,d(cAAGcT'TG》)を 接 続 した 。 こ れ らのDNAをHinlllI
とThaエ で 消 化 し た の ち 、 低 融 点 ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 で 断 片 を 分 離 し 、 最 も 長
いDNA断 片(pdKCR一 γ で は2・9kb、pdKCR一 α5で は3・9kb)を 精 製 し た 。 こ れ ら の
DNA断 片 を そ れ ぞ れ プ ラ ス ミ ドpdBPV-1の8・4kb・ 肚πUII-Pvti[1断 片 に接 続 し 、
大 腸 菌HB101株 に ク ロ ー ン化 し て プ ラ ス ミ ドpFNγ,pFNα5を 得 た 。
III、 プ ラ ス ミ ドPBRIFγ の 構 箋plFγ(図7B)をSaロ3AIで 切 断 し ヒ トエFN一
γcDNAの 翻 訳 領 域 を 含 む0・84kbのDNA断片 を ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 に よ っ て
精 製 し た 。 こ のDNA断 片 と 、 プ ラ ス ミ ドpBR327を.Bani肛 で 消 化 し た の ち ウ シ 小 腸
ア ル カ リ性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ で 末 端 の リ ン酸 基 を 除 去 し たDNA断 片 と をT4DNAリ ガ
ー ゼ で 接 続 し 、 大 腸 菌HB101株 に ク ロ ー ン 化 し て プ ラ ス ミ ドpBRIF一 γ を 得 た 。 ヒ ト
エFN一γcDNAをNorthernハイ ブ リダ イ ゼ ー シ ョ ンやSouthernハ イ ブ リダ イ ゼ ー シ
ョ ン の プ ロ 」 ブ に す る場 合 に は 、pBRIFγ を32Pで 標 識 し た も の を 用 い た 。
17 へ ぐ 、
培 養 細 胞 へ のDNAの 導 入 は 、 リ ン酸 カ ル シ ウ ム 共 沈 法(calciumphospha七eco-
precipitationmeth(d)(173,174,93》で 以 下 の よ う に 行 っ た 。 トラ ン ス フ ェ ク シ
ョ ン を 行 うC127細 胞 は 、6cmの プ ラ ス チ ッ ク ペ ト リ皿 に7x105個 ず っ 撒 い て お
き 、 翌 日 、 新 し い 培 地(4ni)に 交 換 し て か ら4時 間 培 養 し た も の を 使 用 し た 。10
μ9の プ ラ ス ミ ドDNAを0・175皿1の1mMTris-HCI(pH7・5),0.1mMEDTAに
溶 解 し た 後 、25μ1の2MCaCl2を 加 え て 混 合 し た 。0・2mlの2xHBS〔Hepes
bufferedsaline;50mMHepes-NaOH(pH7・1),0・28MNaCl,1。5mM
Na2HPO4〕 を 撹 拝 し な が ら上 記DNA液(0.2皿1)を滴 々 と加 え た 後 、0℃ で10分 間
放 置 し て 沈 澱 を 形 成 させ た 。 こ の リ ン酸 カ ル シ ウ ム ーDNA共 沈 体 懸 濁 液(0.4ml)
を 先 の 培 養 の 培 地(41nl)に 直 接 加 え 、37℃ で 培 養 し た 。4時 間 後 、 培 地 を 捨 て
、 細 胞 をTBS〔Trisbufferedsaline;25mMTris-HCI(pH7・4),140mM
NaCl,5mMKCI,0・5血MNa2HPO4〕で1回 洗 浄 し て か ら20%グ リ セ ロ ー ル を 含
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む皿3Sを5ml加 え て室 温 で3分 間 放 置 し、再 びTBSで 洗 浄 し た後 、新 しい培 地 を
加 え て培 養 を続 け た 。12時 間後 、新 しい 培地 に交 換 して さ ら に培 養 を続 け た 。
18、 マ ウ ス 細 胞 由 来 ヒ トIFN一 γ の 精 製
Fγ56細 胞 を 用 い た ヒ トIFN一 γ の 生 産 お よび そ の 精 製 は 、 以 下 の2通 りの 方 法 で
行 っ た 。
1、ConA-Sepharoseカラ ム 左 用 い る 方 法Fγ56細 胞 を5%FCSを 含
むDMEM(14cmプ ラ ス チ ッ クペ ト リ皿,50ml)で 継 代 し 、3～4日 後 ほ ぼ コ ン フ
ル エ ン トに 達 し た と こ ろ で 培 養 上 清 を 除 い た 。 こ の 培 養 上 清 は 、 下 記 の 精 製 法II
に 供 し た 。 ペ トリ皿 に 付 着 し て い るFγ56細 胞 をPBS(一)で2回 洗 浄 し て か ら血 清 を
含 まな いDMEM(50ml)を 加 え て 、 さ ら に培 養 を 続 け た 。4日 後 、 培 養 液 を 集 め
、10,000x9,10分 間 の 遠 心 操 作 を 行 っ て 得 た 上 清 を 出 発 材 料 と し て 精 製 を 行 っ
た 。以 下 の 操 作 は 特 に 断 わ らな い か ぎ り4℃ で 行 っ た 。1700mlの 培 養 上 清 を 、
あ ら か じめ150mMNaClを 含 む20mMリ ン酸 ナ ト リ ウ ム 緩 衝 液(pH7・4)(緩衝
液A)で 平 衡 化 し た()PG-10の カ ラ ム(350オ ング ス トロ ー ム,120/200メ ッ シ ュ
;カ ラ ム 容 量10ml;18x52㎜)に 流 速50ml/hrで か け た 。 カ ラ ム を50niの 緩
衝 液Aお よ び100mlの0・5MNaClを 含 む 緩 衝 液Aで 洗 浄(流 速20ni/hr)し た 後
、0・4Mの 塩 化 テ トラ メ チ ル ア ン モ ニ ウ ム((σH3)4NCl)を 含 む 緩 衝 液Aで 溶 出(
流 速20ml/hr)し 、1・3皿1ず っ 分 取 し た 。IFN活 性 画 分(フ ラ ク シ ョ ン7～26)
を 集 め 、2,000inlの20瓜MTris-HCI(pH8・0),20mMNaCl(緩 衝 液B)に 対
し て6時 間 の 透 析 を 行 っ た 。 さ ら に 、2,000皿1ず っ の 新 し い 透 析 液 で2回 、 そ れ
ぞ れ12時 間 透 析 し た 後 、 生 じ た不 溶 物 を10,000x9,10分間 の 遠 心 操 作 に よ り除
い た 。 こ の 上 清(26iril)を あ らか じめ 緩 衝 液Bで 平 衡 化 し たDEAE一 トヨ パ ー ル
650の カ ラ ム(カ ラ ム 容 量10凪;10x130㎜)に か け た 後 、 カ ラ ム を 同 緩 衝 液
で 洗 浄 し 、 通 り抜 け 画 分(21ml)と 最 初 の カ ラ ム 洗 液(13ml)を 合 わ せ てDEAE一
非 吸 着 画 分 と し た 。 こ のDEAE一 非 吸 着 画 分(34ml)に3・8mlの0・2Mリ ン酸 ナ ト
リウ ム 緩 衝 液,1.5MNaClを 加 え 、 こ れ を あ ら か じめ 緩 衝 液Aで 平 衡 化 し たCon
A-Sepharose4Bのカ ラ ム(カ ラ ム 容 量2ml;10x31㎜)に 流 速10ml/hrで か け
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た 。 カ ラ ム を50mlの 緩 衝 液Aで 洗 浄(流 速5ml/hr)し た 後 、100mMα 一メ チ ル
D一マ ン ノ シ ドを 含 む 緩 衝 液Aで 溶 出(流 速2皿1/hr)し、0・5mlず っ 分 取 し た 。
IFN活 性 画 分(フ ラ ク シ ョ ン8～10)を 集 め、 精 製 標 品 と し た 。 精 製 標 品 は 分 注 し
て 一20℃ ま た は4℃ で 保 存 し た 。
II、 抗 ヒ トIFN一 γ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 カ ラ ム 斎 用 い る方 法 本 法 で は 、
当 研 究 室 の 宮 田 ら が 開 発 し た 抗 ヒ トIFN一 γモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 カ ラ ム を 用 い て 宮 田
ら の 方 法(73)に 従 っ て 次 の よ う に 精 製 を 行 っ た 。精 製 の 出 発 材 料 と し て は 、Fγ56
細 胞 を5%FCSを 含 むDMEMで 培 養 し た 培 養 上 清(方 法1で 記 載 し た も の)を 用 い
た 。 まず 、1,700mlの 培 養 上 清 に10,000x9,10分間 の 遠 心 操 作 を 行 っ て 細 胞 片
な ど の 不 用 物 を 除 き 、0・18mlの0・1Mフ ェ ニ ル メ チ ル ス ル ポ ニ ル フ ル オ リ ドを
加 え て 終 濃 度10μMと し た 。 こ れ を 、 あ らか じめ0・5MNaClを 合 む20mMリ ン酸
ナ トリ ウ ム 緩 衝 液(pH7・2)(緩 衝 液C)で 平 衡 化 し た抗 体 カ ラ ム(カ ラ ム 容 量9
岨;10x115㎜)に 流 速30ni/hrで か け 、200rrilの 緩 衝 液Cで 洗 浄 し た 後、50
mMNa2CO3(pH11・0),0・5MNaClで 溶 出(流 速0。33ml/皿in)し た 。 溶 出 液 は
1・0皿1ず っ 分 取 し 、100mMKH2PO4を用 い て 速 や か に 中 和(pH7～8)し た 。
IFN活 性 画 分(フ ラ ク シ ョ ン4～9;計81nl)を 集 め て 透 析 チ ュ ー ブ に入 れ 、 こ れ
にAquacideIエ を まぶ し て 脱 水 濃 縮 を 行 っ た 。約3mlに ま で 濃 縮 し た 後Aquacide
IIを 除 き 、500mlのPBS(一)に 対 し て8時 間 透 析 し た 。 こ れ を 精 製 標 品 と し て 一20
℃ ま た は4℃ で 保 存 し た 。
19、NH2一 末 端 ア ミ ノ酸 配 列 の 決 宗
NH2一 末 端 ア ミ ノ 酸 配 列 の 決 定 は 、 サ ン トリー 生 物 医 学 研 究 所 の 久 保 田 一 郎 博 士
に 協 力 し て い た だ い た 。
トリプ シ ン 消 化 ペ プ チ ドの 分 画,精 製 は 次 の よ う に 行 っ た 。 ま ず 、0.1㎎ の 精
製1助 試 料 を 溶 か し た0・5%NH4HCO・ 緩 衝 液(pH8・5,0.2inl)に5μ9の㎜
処 理 ト リプ シ ン(Signa)を 加 え 、37℃ で16時 間 の 消 化 反 応 を 行 っ た 。 こ れ を0.1
%ト リ フ ル オ ロ 酢 酸 と6・5%ア セ トニ ト リル を 合 む 緩 衝 液(pH2・0)で 平 衡 化 し た
逆 相 高 速 液 体 ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー(HPnC)の カ ラ ム(Cosmosil5C18-P.4.6㎜x
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250m)に か け 、0.1%ト リ フ ル オ ロ 酢 酸 を 含 む6.5～38.5%ア セ トニ ト リル 直 線
濃 度 勾 配(流 速1.0皿1/min,全60分)に よ っ て 溶 出 を 行 っ た 。214rmお よ び280
mの 吸 光 度 に よ っ て 各 ペ プ チ ドを 検 出 し 、必 要 に 応 じ て ピ ー ク 画 分 を 回 収 し た 。
ペ プ チ ド断 片 の ピ ロ グ ル タ ミ ン酸 ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ 反 応 は 、 次 の よ う に 行 っ
た 。 ま ず 、HPLCカ ラ ム か ら 溶 出 し た ピ ー ク 画 分(約8nrnol)を 真 空 下 で 乾 燥 さ せ
て ト リフ ル オ ロ 酢 酸 お よ び ア セ トニ ト リル を 除 い た 。 こ れ を 、0.04mユ の50血M
ピ リ ジ ン 酢ー 酸 緩 衝 液(pH7・0)に 溶 解 し、3μ1の1㎎/riilピロ グ ル タ ミ ン酸 ア
ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ(ベ ー リ ンガ ■…一,総 タ ンパ ク 質 濃 度 は20㎎/ml)を 加 え 、37℃
で16時 間 反 応 さ せ た 。
ペ プ チ ド断 片 の ア ミ ノ酸 配 列 は 、AppliedBiosystems社製 の 気 相 ア ミ ノ 酸 配 列
解 析 装 置(Model470A)を用 い た 気 相 エ ドマ ン法(175,176,177)に よ っ てNH2一 末 端
側 よ り 逐 次 的 に 遊 離 し た フ ェ ニ ル チ オ ヒ ダ ン トイ ン ア ミ ノ 酸(prH一 ア ミ ノ 酸)を 日
立 ア ミ ノ 酸 分 析 装 置(Model835)を 用 い て 同 定 す る こ と に よ っ て 決 定 し た 。
20、 絹 み 換 え 工FN一α5の35S標 識 と 免 疫 沈 降
24ウ ェ ル の プ レー ト(φ15m)にFVIO細 胞 あ る い はFα28細 胞 を 培 養 し 一
コ ン フ ル ェ ン トに 達 し た の ち 培 養 液 を 捨 て 、 細 胞 を メ チ オ ニ ン 不 含 唖Mで3回 洗 浄
し た 。 こ れ に 、 メ チ オ ニ ン不 含r'IEr![培 地(0・4ml)と 同 培 地 に 対 し て 透 析 し たFCS
(o・04ml)を 添 加 し 、 さ ら にo・1皿 の1mCi/m1[35S]メチ オ ニ ン(400ci/㎜ol
)を 加 え て37℃ で20時 間 培 養 し た 。 標 識 さ れ た組 み 換 え エFN一α5の 免 疫 沈 降 反
応 は 、 ウ サ ギ 抗 ヒ トIFN一 α抗 血 清 と プ ロ テ イ ンA吸 着 体(StaPhylocoσousaur・eus
Cowanl株 を ホ ル マ リ ン固 定 し た も の)を 用 い る 方 法(138)に 従 っ て 行 っ た 。
21、Northemお よ びSouthemト ラ ン ス フ ァ ー
RNAの ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 は 、 ホ ル ム ア ミ ド ホー ル ム ア ル デ ヒ ド変 性 条 件 下
(169,178)に 行 っ た 。0・3～30μ9のRNA試料 を50%ホ ル ム ア ミ ドお よ び6.7%ホ
ル ム ア ル デ ヒ ドを 含 むMAE緩 衝 液 〔20血M3-(N-morpholino)propanesulfonic
acid-KOH(pH7・0),15mM酢 酸 ナ ト リ ウ ム,1mMEDTAを 含 む 〕30μ1に 溶 解
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し 一55℃ で15分 間 加 温 し て 変 性 さ せ た の ち 、6.4%ホ ル ム ア ミ ドを 含 むr・IAE緩 衝
液 で 作 製 し た1.3%ア ガ ロ ー ス ゲ ル の 電 気 泳 動 を行 っ た 。 電 解 液 に はMAE緩 衝 液 を
用 い た 。泳 動 後 の ゲ ル を 水 中 に15分 間 浸 し て か ら 、20xSSC〔20xSSCは 、0・3
Mク エ ン酸 ナ ト リウ ム(pH7。0),3MNaClで あ る 〕 を 用 い て ニ トロ セ ル ロ ー ス
フ ィ ル タ ー へ のN。r七hemト ラ ン ス フ ァ ー(179)を 行 っ た 後 、 真 空 下 で80℃,2時
間 の 熱 処 理 に よ っ てRNAを 固 定 化 し 、 ハ イ ブ リダ イ ゼ ー シ ョ ン に 供 し た 。
Southemト ラ ン ス フ ァー(180)の 場 合 に は 、 種 々 の 制 限 酵 素 で 切 断 し たDNAの ア
ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動(0・8%ア ガ ロ ー ス ゲ ル)をTAE緩 衝 液 を 用 い て 行 っ た 後 、
wahlら の 方 法(181)に 従 っ て ニ トロ セ ル ロ ー ス フ ィ ル タ ー へ の トラ ン ス フ ァ ー お よ




Southemお よ びN。r七hemハ イ ブ リダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、Wahlら の 方 法(181)を 一
部 改 変 して 、 通 常 、 次 の よ う に 行 っ た 。 核 酸 を 固 定 し た フ ィ ル タ ー を プ レハ イ ブ リ
ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 〔5xSSC,5xDenhardt's,50mMリ ン酸 ナ トリ ウ ム 緩 衝 液
(pH6.5),50%ホ ル ム ア ミ ド,0・25㎎/Ul変 性 サ ケ 精 子DNA,0・1%SDS〕に 浸
し 、10～15時 間 、42℃ に 保 温 し た 後 、 ハ イ ブ リダ イ ゼ ー シ ョ ン溶 液 〔5xSSC,
1xDenhardt's,20mMリ ン酸 ナ ト リウ ム 緩 衝 液(pH6・5),50%ホ ル ム ア ミ
ド,0・1㎎/iTill.変 性 サ ケ 精 子DNA,0・1%SDS,8%硫酸 デ キ ス トラ ン,2～8x
106dpa/ml32P一 標 識 プ ロ ー ブDNA(比 活 性1～2x108dpm/μ9DNA)〕に 浸
し 、15～20時 間 、42℃ に 保 温 し た 。 ハ イ ブ リダ イ ゼ ー シ ョ ン後 の フ ィル タ ー は 、
200mlず っ の2xSSC,0・1%SDSを用 い て 室 温 で20分 間 の 洗 浄 を3回 行 い、 さ
ら に200Tnlず っ の0・2xSSC,0・1%SDSを用 い て50℃ で40分 間 の 洗 浄 を3回 行
っ た 後 室 温 で 風 乾 し 、X線 フ ィ ル ム と増 感 ス ク リー ン を 重 ね て 一80℃ で1～2日




1寅 置、パ こIFN一 ノ
ヒ トIFN一γの 代表 的な 産 生系 は 、末 梢 血 リンパ球 初 代培 養 細 胞 をT細 胞 マ イ トゲ
ン(ConA,PHA,SEAなど)で 刺 激 す るか 、あ るい は これ らの マ イ トゲ ン とフ ォル
ボー ル エ ス テ ル(TPAな ど)を 併 用 して 刺 激 す る方 法 が よ く知 られ て い る
(182,183)。 筆 者 らは 、大量 の リンパ 球 を 調製 で きる ヒ ト脾 臓 か ら脾 リ ンパ球 を調
製 し、IFN一 γの 産 生条 件 を検 討 した 。SEA,PHAで 単 独 に 、 あ る いは これ ら とTPA
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図4.脾 リ ン パ 球 に よ るIFN産 生 の 経 時 変 化
5%CSを 含 む30mlのRPMI-1640培地 に脾 リ ン パ 球 を4x106cells/mlの 濃 度 で
浮 遊 さ せ 、 終 濃 度0・1μ9/mlのSEAま た は5μ9/mlのPHAを 加 え て37℃ で 静 置
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培 養 し た 。TPAを 加 え る 場 合 に は 、 まずTPAを 終 濃 度5㎎/miに な る よ う に 加 え て
37℃ で2時 間 培 養 し て か ら 、SEAあ る い はPHAを 加 え て37℃ で 培 養 し た 。SEA,
PHAを 添 加 後 、 各 時 間 に1mlの 培 養 液 を 採 取 し て2,000xgで10分間 の 遠 心 操 作
を 行 い 、 上 清 中 のIFN活 性 を 測 定 し た 。(-O-)SEA;(十)PHA;
(十)TPA+SEA;(一 ▲ 一一)TPA+PHA;(一 →(一)無 添 加
SEAやPHA単 独 で刺 激 した場 合 に は、刺 激 後90時 間 以 上 に わ た って エFN産 生
が 継 続 した 。マ イ トゲ ンを加 え る前 に あ らか じめTPAで 刺 激 した場 合 には 培 養 初期
の産 生 量 は増 加 したがtお よそ60時 間 で ほ ぼ 一定 に達 し、最 終 的 なIFN収 量 は む
し ろマ イ トゲ ン単独 よ り低 い こ とが 示 され た 。同様 の 結 果 がDavosら に よ っ て報 告
され てお り(184)、 脾 リンパ球 の 系 で はTPAに よ るIFN一 γの産 生 量 増 加 効 果 はな い
と考 え られ る 。 また 、 これ らのIFN誘 起剤 を加 えな い場合 に も、60時 間 前 後 を ピ
ー ク とす る数 百 単 位/mlの エFrslが産生 され た。 この よ うな 自然 誘 発IFNの 例 は末 梢
リンパ 球 の産 生 系 で は 報告 され てい な いが 、筆 者 らの脾 リ ンパ球 を用 い た系 で は常
に比 較 的高 単 位 の 自然誘 発IFNが 認め られ た 。
次 に、脾 リンパ 球 で産 生 され た抗 ウ イル ス活性 がIFN一 γの それ で あ る こ とを確 認
す るため に、 抗IFN抗 体 を 用 い た 中和 試 験 を行 っ た(表1)。SEA刺 激 脾 リン パ球




















5単 位/mlの 抗 ヒ トIFN-(α/β)抗 体,あ る い は1単 位/mlの 抗 ヒ トIFN一 γ 抗 体 の
存 在 下 に 各IFN試 料 の 抗 ウ イ ル ス 活 性 を 測 定 し た 。 抗 体 の 力 価 表 示 は 、10u/mlの
参 照IFN試 料 を1u/mlに 低 下 さ せ る抗 体 濃 度 を も っ て1単 位/mlと す る 表 現 法
(213)に 基 づ い た 。n・t.… ・未 測 定
30
由来 の 抗 ウ イル ス活 性 は 、 ヒ トエFN一α,IFN一 βの 双 方 に対 して 中和 活 性 を有 す る抗
血 清5単 位 を用 い て もほ とん ど中和 されな か っ たが 、 ヒ トエFN一γに対 す る抗 血 清1
単 位 に よ って残 存 活 性 約10%に 中和 され た 。 この結 果 は 、SEA刺 激 脾 リ ンパ球 培
養 上 清 中の 抗 ウ イ ル ス活 性 の ほ とん ど全 てがIFN。 γに よ る もの で あ る こ とを示 して
い る 。
以 上 の 結果 か ら、脾 リンパ球 培 養 で のIFN一 γ誘 起 剤 と して はSEAを 用 い る こ とに
した 。表2に 示 す よ う に、SEA濃 度0.01～0・1μ9/mlの 範 囲 にお い てIFN産 生 量
は ほぼ 一定 で あ っ た 。そ こで 、以 後 のIFN一 γMRNA調 製 の ため の 大量 培 養 にお い て
は 、O・02μ9/niのSEAで 脾 リンパ 球 を刺 激 して 、 エFN産 生 速 度 が 最 大 にな る60
時 間 後 に細 胞 を回 収 す る こ と に した 。











図4で 述 べ た方 法 で 脾 リンパ球 を培 養 し、種 々のSEA濃 度 で のIFN産 生 量 を測 定 し
た 。n.t.・ … 未 測 定
2-IFN一 γmRNAの 抽 出 と部 分 糟製
細 胞 か らmRNAを 抽 出す る際 には 、 内在 す る リポ ヌ ク レアー ゼ に よ るRNAの 分 解
を極 力 さけ る必 要 が あ る 。筆 者 らは 、強 力 な タ ンパ ク質 変 性 剤 で あ るチオ シ ア ン酸
グ アニ ジ ンの存 在 下 に細胞 を破 砕 してRNAを 抽 出 す るChirgwinら の 方 法(152)を 用
い た 。 まず 、 この 方 法 に よ っ て1～4x1010個 のSEA刺 激脾 リンパ球 か ら4～14
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㎎ のRNAを 抽 出 し 、 こ れ を オ リ ゴ ー(dT》 セ ル ロ ー ス の カ ラ ム ク ロ マ トグ ラ フ ィー
にか け る こ と に よっ て0.4～1.0㎎ の ポ リ(A)+RNAを 得 た 。2μ9の ポ リ(A)+RNA
を ア フ リカ ツメガ ェ ル 卵母 細 胞 に微量 注 入 し、 その 培養 上 清 中の 抗 ウ イル ス 活 性 を
測 定 したが ・有 意 な 活 性 は検 出で きな か っ た(<10u/皿1)。 これ は全mRNAに 対 す
るIFN一 γniRNAの 含有 量 が 低 い た めで はな いか と考 え、niRNAを 分 子 量 によ っ て分 画


















図5.シ ョ糖密 度 勾 配 超 遠心 に よ る ヒ トIFN一γllRNAの 精 製
SEAで 刺 激 後60時 間 の 培 養 を行 っ た脾 リンパ球 か らポ リ 《A》・RNAを 抽 出 し、 その
200μ9を シ ョ糖 密 度 勾 配超 遠 心 に よ って分 画 した 。各 画 分 の ポ リ(A)・RNAを エ タ
ノ ー ル沈 殿 操 作 に よ って 回収 して40μ1の 水 に溶 解 した 。 それ ぞ れ2μ1を 分 取
して ア フ リカ ツ メガェ ル卵 母 細 胞 の 翻 訳系(「 材 料 と方法i-9)を 用 い てIFN
tnRNAの 活 性 を 測定 した 。沈 降 係数5Sお よび18Sの 位 置 は、 ヒ トの リポ ソ_ム
RNAを 平 行 して遠 心 す る こ と に よ って決 定 した。
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れ を 卵 母細 胞 に微 量 注入 して培 養 上 清 中 の エFN活 性 を 測定 し た と こ ろ、画 分7～12
のRNAを 注 入 し た卵 母細 胞 の 培 養 上清 中 に有 意 な 抗 ウ イ ル ス活 性 が 検 出 され た 。表
3に 示 す よ うに 、 この 抗 ウ ィル ス活 性 は抗 ヒ トIFN一α/β 抗体 で は ほ とん ど 中和 さ
れ ず 、抗 ヒ トIFN一γ抗 体 に よ って 中和 され た 。 これ らの 結 果 は 、 この ポ リ(A)+RNA
画 分 に ヒ トIFN一γ をコ ー ドす るMRNAが 含 まれ てい るこ とを示 して い る 。 ヒ トエFN一
γlnRNA活 性 は画 分10,す な わ ちお よ そ13Sの 位置 に単 一 の ピー ク を示 し た(図5
)。 シ ョ糖 密 度 勾 配 超遠 心 に よ って 、200μ9の ポ リ(A)+RNAか ら10μ9の 部分
精 製 工FN一γiriRNA(図5の 画 分8～11)が 得 られ た。数 回の 実 験 で集 め た部 分 精 製
工FN一γnrferCAを合 わせ 、cDNA合 成 の鋳 型 と して用 い た 。


















図5の 画 分8～11の ポ リ(A》}RNAを 注 入 し た 卵 母 細 胞 の 培 養 上 清 を 用 い て 、
表1と 同 様 の 方 法 で 中 和 試 験 を 行 っ た 。n・ 七・一 ・・未 測 定
3-IFN・-ltcDNAの 単 離 と構 浩 解 析
ま ず 、 部 分 精 製 し た ヒ トIFN・一γniRNA(20、 μ9)を 鋳 型 に し て 「材 料 と方 法 」-10
の 方 法1で 述 べ た 方 法 に 従 っ てcDNAを 合 成 し 、dG:dCホ モ ポ リマ ー 法 に よ っ て プ
ラ ス ミ ドpBR322のPstl部 位 に 挿 入 し た 。 こ の 組 み 換 えプ ラ ス ミ ドを 用 い て 大 腸 菌
X1776株 を 形 質 転 換 し 、 約4,000個 の ク ロ ー ン(テ トラ サ イ ク リ ン耐 性)か ら な
るcDNAラ イ ブ ラ リー を 得 た 。 こ の な か か らIFN一 γcDNAを 有 す る ク ロ ー ン を 単 離 す
る た め に は 、 そ れ を 特 異 的 に 検 出 す る 方 法 で ス ク リー ニ ン グ す る 必 要 が あ る 。 筆
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者 らは 、Grayら に よ って 既 に発 表 され たcDNA塩 基 配 列(74)の 一 部 に相 当 す る配 列
を 持 っ14塩 基 の オ リゴ ヌ ク レオ チ ド(図2)を プ ロー ブ に用 い たコ ロニ ーハ イブ リ
ダ イゼ ー シ ョン(「 材 料 と方法 」-12の 方 法1)に よ って 、 ス ク リ 一ーニ ング を行 っ
た 。ハ イブ リダ イゼ ー シ ョンは 、基 本 的 にはWallaceら(164》 の 方 法 に従 い 、ハ イ
ブ リダ イゼ ー シ ョ ンお よび 洗浄 の 温 度 を31℃,34℃,37℃ の3通 りで 行 っ た 。
31℃ で は ほぼ 全 て の コ ロニ ー のDNAが プ ロ ーブ とハ イブ リダ イ ズ したが 、34℃ お
よび37℃ で は強 くハ イブ リダ イズ す るの は数 個 の クロ ー ンの みで あ り 、プ ロ ーブ
に相 補 的 な 配列 を特 異 的 に検 出 してい るこ とが 期 待 され た。再 現 性 の あ る シグ ナ ル
を与 え る7個 の ク ロー ンか らプ ラ ス ミ ドDNAを 調製 し、 それ ぞ れPstエ で切 断 して挿
入部 分(cDNA)の 鎖 長 を調 べ る と と もに 、Hinfl,Taqエ,AZUt,Mbolエな どの制 限
酵 素 切 断 点地 図(以 下t制 限 酵 素 地 図)を 作 製 し た(図6)。7個 の プ ラ ス ミ ドの う
ち の4個 はcDNAの 長 さ も制 限 酵 素 地 図 も全 く同 じで あ る こ とか ら、 も と も と単 一
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図6.ク ロ ー ン 化 し た1】Ut一γcDNAの 制 限 酵 素 地 図(1)
コ ロ ニ ー ハ イ ブ リダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ っ て 選 択 し た4個 の 形 質 転 換 株(Pγ300,
Pγ280,Pγ170,Pγ160)か らプ ラ ス ミ ドを 調 製 し、 挿 入 部 分 の 制 限 酵 素 地 図 を 作
製 し た 。 下 段 にGrayら の 発 表 し た エFN一γcDNA(74)の 対 応 す る 部 分 を 示 し た 。 斜
線 で 示 し た 枠 は 、 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レオ チ ドプ ロ ー ブ の 位 置 を 表 す 。
A=AZul,H=Hinfl,T=Taql,M=IYZ)o工1
個 で あ っ た 。 こ の4個 の プ ラ ス ミ ド(そ れ ぞ れ プ ラ ス ミ ドPγ300,Pγ280,Pγ170
,pγ160と し た 。)の 挿 入 部 分 は 、 そ の 鎖 長 が 互 い に 異 な っ て お り 、 明 ら か に独
立 の ク ロ ー ン 由 来 の も の で あ っ た が 、 そ の 制 限 酵 素 地 図 は 共 通 の パ タ ー ン を 示 し 、
し か も そ れ は 、 既 に発 表 さ れ たIFN-7teDNAの 制 限 酵 素 地 図 の 一 部(74,76)と 一 致 し
て い た 。 こ れ らの 結 果 は 、 こ の4個 の ク ロ ー ン が ヒ トIFN一 γcDNAの 一 部 を 含 む も
の で あ る こ と を 示 し て い る 。 し か し 、 こ の う ち 最 も 鎖 長 の 長 いcDNA(プ ラ ス ミ ドp
γ300)で も そ の 長 さ は 約290塩 基 対 しか な く 、mRNAの 全 長 に お よ ぷ も の で は な か
っ た 。
そ こ で 、 よ り 鎖 長 の 長 いcDNAク ロ ー ン を 得 る た め に 、 新 た に3μ9の 部 分 精
製IFN一 γmRNAを 鋳 型 と し てOkayamaとBer9の方 法(141)に 従 っ てcDNA組 み 換 え プ
ラ ス ミ ドを 調 製 し た 。 こ れ を 用 い て 大 腸 菌SK1592株 を 形 質 転 換 し て 約50,000個
の ク ロ ー ン(ア ン ピ シ リ ン耐 性)か ら な るcDNAラ イ ブ ラ リー を 作 製 し 、 再 び コ ロ
ニ ー ハ イ ブ リダ イ ゼ ー シ ョ ン(163)に よ る ス ク リー ニ ング を 行 っ た 。 プ ロ ー ブ と し
て は 、 先 に 得 たプ ラ ス ミ ドpγ300をPs亡1で 切 断 し た の ち ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動
に よ っ て 精 製 し たcDNA断 片(約290塩 基 対)を ニ ッ ク トラ ン ス レー シ ョ ン法 で 標
識 し た も の を 用 い 、 「材 料 と方 法 」-12の 方 法IIで ハ イ ブ リダ イ ゼ ー シ ョ ン を 行
っ た 。 再 現 性 の あ る シ グ ナ ル を 与 え る21個 の ク ロ ー ン を 単 離 し て プ ラ ス ミ ドDNA
を 調 製 し 、 そ れ ぞ れ をPstlとPVtillと で 二 重 切 断 し てcDNAの 鎖 長 を 調 べ る と と も
に 、Ddel,Sau3AI,Hinfl,Taq工な ど の 制 限 酵 素 地 図 を 作 製 し 、Grayら(74),
Devosら(76)のIFN一 γcDNAの 制 限 酵 素 地 図 と比 較 し た 。IFN一 γmRNAの 全 長 に 相 当
す るcDNAは 見 出 さ れ な か っ た が 、mRNAの い ろ い ろ な 部 分 に 対 応 す る と考 え ら れ る







































図7.ク ロ ー ン化 し たIFN一 γcDNAの 制 限 酵 素 地 図(2)
A、OkayamaとBer9の 方 法 で 作 製 し たcDNAラ イ ブ ラ リー か ら 単 離 し た ヒ トIFN一 γ
の 部 分cDNAの 制 限 酵 素 地 図 。 下 の 太 線 は 、 オ ー バ ー ラ ッ プ を 有 す る2っ の プ ラ ス
ミ ド(Pγ 一1002・Pγ 一1018)と プ ロ ー ブ に 用 い たPγ 一300が カ バ ー し て い る 部 分 を
示 す 。 白 ヌ キ 枠 は 、IFN一 γ前 駆 体 を コ ー ドす る 領 域 を 表 す 。rS」 の 部 分 は、 シ
グ ナ ル ペ プ チ ドで あ る 。 地 図 上 の 矢 印 は 塩 基 配 列 を 決 定 し た 開 始 点 と方 向 お よ び
そ の 範 囲 を あ ら わ す 。
B・IFN一 γ ㎡～NAの 全 長 に 対 応 す るcDNA(plFγ)の作 製 。 ま ず 、 プ ラ ス ミ ドPγ
一1002をEc・ 「tl・Pvtill・Hinflなど で 消 化 し ・2・3kbEc・RI--P・・ill断 片(①)と
0・6kbHinfl-・PvLill断片(②)を 調 製 し た 。 ま た、 プ ラ ス ミ ドPγ 一1018をHinfl
で 部 分 消 化 し た 後 ・Ec・RIで 切 断 し 、1・OkbEc・RI-Hinfl断片(③)を 精 製 し
た 。3っ のDNA断 片 をT4DNAリ ガ ー ゼ で 接 続 し 、 大 腸 菌HB101株 に ク ロ ー ン 化 し
て プ ラ ス ミ ドplFγ を 得 た 。
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Pγ1018)は 、 約560塩 基 対 のDNA領 域 を 共 有 し っ っ 、 そ れ ぞ れ3'側,5'側 の 非 コ
ー ド領 域 に 相 当 す る 部 分 まで を も 含 ん で お り 、 両 者 の 塩 基 配 列 を 合 わ せ る こ と に よ
っ て 全 長 のcDNAに 相 当 し う る こ とが 示 さ れ た 。 そ こ で 、 図7Bに 示 す よ う に 、 こ
の2つ のcDNAを 両 者 の3'非 コ ー ド領 域 のHinf工 部 位 で 接 続 す る こ と に よ っ て 全 長 の
cDNAを 含 む プ ラ ス ミ ドを 構 築 し 、 こ れ を プ ラ ス ミ ドplFγ と 名 付 け た 。
筆 者 らの 得 たcDNAが 実 際 にIFN一 γの ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド して い る か ど う か を
確 認 す る た め に 、cDNAの コ ー ド領 域 と そ の 周 辺 領 域 に 相 当 す る部 分 の 塩 基 配 列 を
図7Aに 示 し た手 順 で 決 定 し た 。 決 定 し た コ ー ド領 域(codingregion)とそ の 上
流 お よ び 下 流 の 非 コ"一一ド領 域(non-codi㎎region)の塩 基 配 列 、 お よ び そ の 推 定
ア ミ ノ 酸 配 列 を 図8に 示 し た 。 こ の 塩 基 配 列 は 、Devosら の 発 表 し た ヒ トエFN一γ
cDNAの 塩 基 配 列(76)と 完 全 に 一 致 し て お り 、Grayら の 塩 基 配 列(74)と は た だ 一 箇
所(539番 のG)が 異 な る の み で あ っ た 。 い ず れ の 場 合 も 、 最 初 に 現 れ る 開 始 コ ド
ン(ATG)か ら始 ま る498ヌ ク レオ チ ドの オ ー プ ン リ ー デ ィ ング フ レー ム を 持 ち 、
166ア ミ ノ 酸 残 基 か ら な る ポ リペ プ チ ド鎖 を コ ー ド し得 る 。 筆 者 ら とDevosら の
cDNAの 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 は 当 然 同 じで あ る が 、Grayら の 配 列 で は137番 目 のAr9
がGlnに 置 き代 わ っ て い る 。 ヒ トIFN一 γのNH2一 末 端 ア ミ ノ 酸 配 列 は 、<Glu-Asp-
Pro-Tyr-Val-… ・で あ る(72)こ とか ら 、 は じ め の メ チ オ ニ ン か ら23番 目 の シ ス テ
イ ン ま で が 分 泌 の 際 に 切 断 さ れ る シ グ ナ ル ペ プ チ ドで あ り 、 成 熟IFN一 γ タ ン パ ク質
の ポ リペ プ チ ド鎖 は143ア ミ ノ 酸 残 基 か ら 成 る と考 え られ る 。
プ ラ ス ミ ドplFγ の 挿 入cDNAが 実 際 に ヒ トIFN一 γの 活 性 を 有 す る タ ン パ ク質 を コ
ー ド して い る こ と は 、 こ のcDNAを サ ルCOS-7細 胞 や マ ウ スC127細 胞 で 発 現 さ せ て
そ の 生 成 物 の 性 状 を 調 べ る こ と に よ っ て 確 認 し た(後 述 》。
4-IFN一 γ染 角 体DNAの 単 離
ヒ トIFN一 γ染 色 体 遺 伝 子 は 、 既 にGrayら(78),Tayaら(79》に よ っ て ク ロ ー ン 化
さ れ 、 そ の 全 塩 基 配 列 お よ び エ キ ソ ン ・イ ン トロ ン 構 成 が 明 ら か に さ れ て い る 。 筆
者 ら も 、 ヒ トIFN一 γcDNAを プ ロ ー ブ と し て 、T・Maniatis博 士 よ り供 与 さ れ た ヒ



































図8.ヒ トIFN一 γcDNAコ ー ド領 域 の 塩 基 配 列 と そ の 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列
IFN一 γの 前 駆 体 タ ンパ ク 質 の コ ー ド領 域 と そ の 上 流 お よび 下 流 の 非 コ ー ド領 域 の
651ヌ ク レオ チ ドの 塩 基 配 列 を 決 定 し た(図7A)。61番 目 のAか ら始 ま る498
塩 基 の オ 一ープ ン リー デ ィ ング フ レー ム に コ ー ドさ れ る 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列(166ア ミ
ノ 酸 残 基)は 塩 基 配 列 の 下 に 示 し た 。 シ グ ナ ル ペ プ チ ド配 列 はS1～S23で あ ら わ
し 、 成 熟IFN一 γ タ ン パ ク のNH2一 末 端 ア ミ ノ 酸(Gln)を1番と し た(72》 。
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ま ず 、 バ ク テ リオ フ ァ ー ジ λCharon4A一 ヒ ト染 色 体 遺 伝 子 ラ イ ブ ラ リー(137)
を 大 腸 菌K803株(169)に 接 種 し 、 寒 天 培 地 上 に 約6x10s個の プ ラ ー ク(14cm
プ レー ト,16枚)を 形 成 さ せ た 。次 に 、plFγ をSau3AIで 切 断 し てIFN一 γcDNAを 含
む0・84-kbのDNA断 片 を 精 製 し、 こ れ を32Pで 標 識 し た も の を プ ロ ー ブ と してBen-
tonとDavisの 方 法(185)に 従 っ て プ ラ ー クハ イ ブ リダ イ ゼ ー シ ョ ン を 行 い 、 プ ロ
ー ブ とハ イ ブ リダ イ ズ す る5個 の ク ロ ー ン を 得 た。 そ れ ぞ れ の 組 み 換 え フ ァー ジ ク
ロ ー ン か らDNAを 調 製 し(169)、Ec(RI,BanHI,Hin虹II,Pvti[1,丑加cll,Hpa:【 工
の 制 限 酵 素 地 図 を 作 製 し た と こ ろ 、 い ず れ も同 じパ タ ー ン を 示 し 、 全 て 単 一 の ク ロ
ー ン に 由 来 す る こ とが 示 唆 さ れ た 。 筆 者 ら の 得 た ク ロ ー ン の 制 限 酵 素 地 図 は 、Gray
ら の 発 表 し た地 図(78)と 同 一 で あ り 、 エ キ ソ ン ・イ ン トロ ン 構 成 や 塩 基 配 列 の レベ
ル で も 大 きな 違 い は な い も の と思 わ れ る 。 エFN一γ染 色 体 遺 伝 子 の 構 造 は 図14A(
後 述)に 示 し た 。
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2 IFN-s'IFN一 α5
5ヒ トIFN一γcDNAの サ ルCOS-7細 胞 にお け る発 現
筆 者 らの 得 たcDNA(plFγ)が 実 際 にIFN一 γの 活 性 を有 す る タ ンパ ク質 を コ ー ド
して い る こ とを確 認 す るため に 、 このcDNAを サル00S-7細 胞 で発 現 させ る こ と を
試 み た 。00S-7細 胞 は サルCV-1細 胞 をSV40で トラ ンスホ ー ム して得 られ た細 胞 株
で(148)、SV40T抗 原 を構 成 的 に発 現 して い る 。そ の ため 、SV40の 複 製 開 始 部 位
を含 むプ ラ ス ミ ドを00S-7細 胞 に導入 す る と細 胞 内 で一 過 的 に複 製 され 、 そ の コ ピ
ー 数 は 数千 コ ピー 以上 に達 す る こ とが 知 られ て い る 。発現 の ため の 組 み 換 えプ ラ ス
ミ ドで あ るpdKCR一 γは 、cDNAの 全 コ ー ド領 域 を含 む0・84kbSau3AI断 片 をプ ラ ス
ミ ドpdKCR(142)のBanH工 部 位 に挿 入 して構 築 し た(図3)。 この プ ラ ス ミ ドで は
、SV40の 複 製 開 始部 位 と初 期 プ ロ モ ー ター の 直 後 にIFN一 γcDNAの コー ド領域 が 接
続 され て お り、 さ ら にその 下 流 にウ サ ギ β一グ ロ ピ ン遺 伝 子 の イ ン トロ ン とポ リ(A》
付 加 部位 が 位 置 す る構 成 にな って い る 。 これ を00S-7細 胞 に導 入 す る と、 複製 され
たプ ラ ス ミ ドのSV40プ ロモ ー タ ー か ら転 写 が 始 ま り、 ウ サ ギ β一グ ロ ビ ンの ポ リ
(A)付 加 部 位 まで のmRNA前 駆 体が 合 成 され るは ず で あ る 。 さ らに このtnRNA前 駆 体
に含 まれ る ウサ ギ β一グ ロ ビ ン由 来 の イ ン トロ ンが スプ ラ イ シ ング に よ って 除 去 さ
れ 、成 熟mRNAが 生 成 す る と考 え られ る 。 この 成熟mRNAは シグ ナル ペ プ チ ドを
NH2一末端 に有 す る ヒ トIFN一γ前 駆 体 タ ンパ ク質 を コ ー ドして い る こ とにな る 。従 っ
て、00S-7細 胞 な どの 異 種 哺 乳 類細 胞 にお い て も ヒ トの細 胞 にお け る と同 様 のプ ロ
セ ッシ ング(シ グ ナ ルペ プ チ ドの 切 断)を 経 た成 熟IFN一 γが 細 胞 外 に分 泌 され る こ
とが 期 待 で き る 。
プ ラ ス ミ ドpdKCR一 γあ る いは 元 のベ クタ ーで あ るpdKCRを リ ン酸 カル シ ウム 共 沈
法 に よ ってCOS-7細 胞 に トラ ンス フ ェ ク シ ョン し、3日 後 の 培 養 上 清 中 のIFN活 性
を測 定 した 。表4に 示 す よ う に、pdKonを 導 入 し た細 胞 の培 養 上 清 に は抗 ウ イル ス
活 性 は 検 出 され なか っ たが 、 プ ラ ス ミ ドpdKCR一 γを導 入 した細 胞 の 培 養 上 清 には顕
著 な 抗 ウ イル ス活 性 が 認 め られ た。 こ の 抗 ウ イル ス活 性 は 抗 ヒ トIFN一α/β 抗 体 で
は 中 和 され ず 、抗 ヒ トIFN一γ抗 体 に よ っ て特 異 的 に中和 され た 。MJ一 γcDNAの 代
わ りに ヒ トIFN一α5遺 伝 子(50)の コ ー ド領域 を組 み 込 んだ プ ラ ス ミ ド(pdKCR一 α5)
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24ウ ェ ル の マ イ ル ロ プ レー ト(φ15m)に7・5x104個 のCOS-7細 胞 を 播 き 、
10%FCSを 含 むDMEMで 培 養 を 行 っ た 。12時 間 後 、 そ れ ぞ れ1μ9の プ ラ ス ミ ド
pdKCR,pdK(m一 γ,pdK(m一 α5を 用 い て 「材 料 と方 法 」-17に 述 べ た 方 法 に よ っ て
トラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン を 行 い 、 さ ら に 培 養 を 続 け た 。72時 間 後 に 培 養 上 清 を 採 取
し.IFN活 性 を 測 定 し た 。 中 和 試 験 は 、 表1と 同 様 に 行 っ た 。n・t・ … ・未 測 定
を用 い たポ ジテ ィブ コ ン トロ ー ル の抗 ウ イル ス活 性 は 、抗 ヒ トIFN一α/β 抗 体 で の
み 中和 され た(表4)。 以上 の結 果 は 、筆 者 らの得 たeDNAが 確 か に ヒ トIFN一 γの
生理 活 性 ・抗 原性 を有 す るタ ンパ ク質 をコ ー ドして い る こ とを 示 して い る 。
.6-BPV-IFN組 み 換 え 体 の 構 築
上 述 し た 実 験 で は 、 ク ロ ー ン 化 し たcDNAを00S-7細 胞 で 発 現 させ る こ と に よ っ
て ヒ トIFN一 γ を 生 産 で き る こ と が 示 さ れ た が 、 導 入 し たDNAが 複 製 し たOOS-7細 胞
は 安 定 に増 殖 で き な い た め 、 こ の 宿 主 試 ク タ ー 系 で はIFNを 構 成 的 に 生 産 す る 形
質 転 換 株 を 得 る こ と は 困 難 と 思 わ れ る 。 筆 者 らは 、 培 養 細 胞 を 用 い て ヒ トIFN一 γ を
構 成 的 に 大 量 生 産 す る た め に 、 マ ウ スC127細 胞 と ウ シ バ ピ ロ ー マ ウ イ ル ス(BPV)
DNAを 宿 主 …!・〈ク タ ー 系 と す る遺 伝 子 発 現 系 を 試 み た 。BPVベ ク タ ー を 用 い た発 現
プ ラ ス ミ ド(pFNγ)は 、 先 の プ ラ ス ミ ドpdKOR一 γ の 混 成 遺 伝 子 部 分(SV40,IFN一
γcDNA,ウ サ ギ β 一グ ロ ビ ン 由 来 のDNAか ら な る部 分)を 含 むDNA断 片 を プ ラ ス ミ
ドpdBPV-1(104)の8・4kbHindlll-Pvull断片 と 接 続 す る こ と に よ っ て 構 築 し た(
図3)。 ま た 、 プ ラ ス ミ ドpdlKon一 α5の 混 成 遺 伝 子 部 分 をpdBPV-1の8.4kb
Hind工 工1-Pvull断 片 と 接 続 し たプ ラ ス ミ ドも 同 時 に構 築 し 、 こ れ をpFNα5と し た
(図3)。 こ の よ う に し て 構 築 し た プ ラ ス ミ ドpFNγ ・pFNa5は 、IFN発 現 用 の 混
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成 遺 伝 子,大 腸 菌 プ ラ ス ミ ドr肌 一2の 複 製 開 始 部 位 と β 一ラ ク タ マ ー ゼ 遺 伝 子(ア
ン ピ シ リ ン耐 性 遺 伝 子),BPV-1ゲ ノ ム の5.4-kbHindlll-BaizHI領域(69%BPV
)な ど か ら成 っ て い る 。 マ ウ ス 細 胞 の トラ ン ス ホ ー メ ー シ ョ ン お よ び 染 色 体 外 環 状





大 腸 菌 プ ラ ス ミ ド由 来 のDNAがBPV-DNAに接 続 さ れ て い る と 、BPVの トラ ン ス ホ
ー メ ー シ ョ ン作 用 が 阻 害 さ れ る 場 合 が あ る(104)。 そ こ で 、 マ ウ ス 細 胞 に 導 入 す る
DNAは 、 大 腸 菌 プ ラ ス ミ ドのDNA配 列 を 極 力 除 い た も の を 用 い る こ と に し た 。 そ れ
ぞ れ10μ9の プ ラ ス ミ ドpFNγ,pF四 α5,pdBPV-1をBanHIで消 化 し て 画L-2由 来
のDNA領 域(図3の 破 線 部 分)を 切 除 し た 後 、 リ ン酸 カ ル シ ウ ム 共 沈 法 に よ っ て マ
ウ スC127細 胞(7x105細 胞;6cmプ ラ ス チ ッ クペ ト リ皿)へ の トラ ン ス フ ェ
ク シ ョ ン を 行 っ た 。12時 間 後 に トリプ シ ンで 細 胞 を は が し 、 そ れ ぞ れ3枚 の6c皿
プ ラ ス チ ッ ク ペ ト リ皿 に 継 代 し た 後 、3～4日 毎 に 培 地 を 新 し く交 換 し な が ら培
養 を続 け た 。 トラ ン ス ホ ・一一ム 細 胞 に よ っ て 形 成 さ れ る フ ォ ー カ ス は7日 後 よ り観 察
さ れ る よ う に な り 、16日 後 に は 直 径 約1～2皿 に 達 し た 。導 入 し た 組 み 換 えDNA
に よ る フ ォ ー カ ス 形 成 効 率 を 表5に 示 し た 。pFNγ お よ びpFNα5の フ ォ ー カ ス 形 成
効 率 は 、 直 鎖 状 のBPV-1全 ゲ ノ ムDNA(pdBPV-1)のそ れ に 比 べ て か な り低 く 、 そ
れ ぞ れ 約1/14,1/23で あ っ た 。 マ ウ スIFNを 作 用 さ せ たC127細 胞 で はBPV-1の
トラ ン ス ホ ー ム 作 用 が 阻 害 さ れ る こ とが 報 告 さ れ て お り(102)、pFNα5を 導 入 し た
細 胞 の 場 合 に は 、 組 み 換 え 遺 伝 子 か ら発 現 し た ヒ トIFN一 α5の 作 用 に よ っ て トラ ン
ス ホ ー メ ー シ ョ ン が 抑 制 さ れ る 可 能 性 が 考 え ら れ た 。 しか し 、pFNα5を 導 入 し た
の ち 抗 ヒ トIFN一 α 抗 体 の 存 在 下 に 細 胞 を 維 持 し た場 台 も 、 フ ォ ー カ ス 形 成 率 の 顕 著
な 上 昇 は 認 め ら れ な か っ た(表5)。 ま た 、 ヒ トIFN一 γ は マ ウ ス 細 胞 に対 す る 交 叉
活 性 を 示 さ な い に も か か わ ら ずpFNγ の 効 率 も 同 様 に 低 い こ と か ら も 、IFNの 作 用
に よ っ て トラ ン ス ホ ー メ ー シ ョ ンが 阻 害 さ れ た と は 考 え に く い 。 む し ろ 、pFNγ,
pFNα5の トラ ン ス ホ ー メ ー シ ョ ン効 率 が 低 い の は 、BPV-1ゲ ノ ム の2.2-kb
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表5・BPV-IFN組 み 換 え 体 に よ る マ ウ スC127細 胞 の トラ ン ス ホ ー メ ー シ ョ ン









pdBPV-1,pFNγ,pFNα5の各 プ ラ ス ミ ドをBanHIで 切 断 し たDNAを 用 い て マ ウ ス
C127細 胞 に トラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し 、16日 後 の フ ォ ー カ ス 数 を 計 測 し た 。
*ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン以 後、0・5%の 抗 ヒ トIFN一 α抗 血 清 を 含 む 培 地 を 用 い て 培
養 を 続 け た 。 こ れ は 、1001U/皿1の ヒ トIFN一 α を11U/rnlに 低 下 さ せ る 抗 体 濃 度
で あ る 。
Hindlll-PVLdl領 域 を 欠 い て い る ため で は な い か と思 わ れ る 。 こ の 領 域 は 、 トラ ン
ス ホ ー メ ー シ ョ ン に 必 須 で は な い が 、 そ の 効 率 を 上 げ る 働 き を 持 っ て い る こ とが 示
唆 さ れ て い る(104,186)。 あ る い は 、SV40,IFN,β 一グ ロ ビ ン な ど に 由 来 す るDNA
領 域 の 中 にBPV-DNAの トラ ン ス ホ ー ム 活 性 に 阻 害 的 に 働 く 配 列 が 存 在 す る の か も し
れ な い 。
pFNγ を 導 入 し た 細 胞 の フ ォ ー カ ス を74個 単 離 し 、Fγ1細 胞,Fγ2細 胞,・ ・
… ・,Fγ74細 胞 と し て 株 化 し た 。 同 様 に 、pFNα5やpdBPV-1を導 入 し た 細 胞 の
フ ォ ー カ ス も 各 々42個,16個 ず っ 単 離 し 、 そ れ ぞ れFα1細 胞,… ・,Fα42細 胞
,FV1細 胞,… ・・,FV16細 胞 と し た 。 こ れ ら トラ ン ス ホ ー ム 細 胞 がIFNを 構 成 的
に産 生 し て い る か ど うか を 調 べ る た め に 、 各 細 胞 株 の 培 養 上 清 中 の 抗 ウ イ ル ス 活 性
を ヒ トGM2504細 胞 を 用 い て 測 定 し た 。 表6に 示 す よ う に 、pdBPV-1で トラ ン ス ホ
ー ム し た 細 胞 の 培 養 上 清 中 に は 抗 ウ イ ル ス 活 性 は 全 く検 出 さ れ な か っ た の に 対 し 、
pFNγ あ る い はpFNα5で トラ ン ス ホ ー ム し た 全 て の 細 胞 株 で は 、 そ の 培 養 上 清
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pdBPV-1,pFNγ,pFNα5でC127細胞 を トラ ン スホ ー ム し て得 られ た細 胞
株(FV系 の16個,Fγ 系 の56個,Fα 系 の42個)を そ れ ぞれ24ウ ェル の マ イ ク ロ
プ レー トで培 養 した。 細 胞 密度 が コ ンフ ル ェ ン トに達 し た後 、新 しい培 地 に交 換
して 、 さ らに培 養 を続 け た 。48時 間 後 、各 培 養上 清 を採 取 し てIFN活 性 を測 定
し た 。培 養 上 清 中 のIFN力 価 を5段 階 に分 け、細 胞 株 の 数(度 数)を 示 した 。
中 に有 意 なIFN活 性 が 認 め ら れ た 。 た だ し 、 そ のIFN力 価 は 細 胞 株 に よ っ て 大 き く
異 な り 、 低 い も の で 数 百IU/ml、 高 い も の で は 数 万IU/lnlの 値 を 示 し た 。 以 後 は
主 に 、IFN産 生 量 の 高 い トラ ン ス ホ ー ム 細 胞(Fγ56,Fγ66,Fα6,Fα28な ど)
に っ い て 解 析 を 行 っ た 。
8一 組 み 換 えDNAの 存itF状 熊
BPV-1ベ ク ター を 用 い て導 入 したDNAは 、一 般 に、 トラ ンス ホー ム細 胞 内で 染 色
体 に組 み 込 まれ るこ とな く染 色 体 外環 状DNAと して存 在 す る こ とが 知 られ て い る
(98～100,104)。 そ こで 、 ヒ トIFN遺 伝子 を発 現 して い る トラ ンスホ ー ム細 胞 内 に
お け るBPV組 み換 え体 の 存 在 状態 とコ ピー 数 をSouthernプ ロ ッ トハ イブ リダ イゼ
一ーシ ョン に よ って解 析 した 。 まず 、IFN産 生 量 の 高 い細 胞 株(Fγ 系,Fα 系 各6株
ず っ)お よび コ ン トロ 一ール の細 胞 株(FV系2株)か ら調 製 した全 細 胞DNAを 制 限酵
素 で消 化 しな い状 態 で 電 気 泳 動 し、pdBPV-1を プ ロ ーブ に してプ ロ ッ トハ イブ リダ
イゼ ー シ ョンを 行 った とこ ろ 、ひ とつ の 株(Fγ66細 胞)で は染 色 体 由 来 の高 分 子
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量DNA(>100kb)の位 置 にハ イブ リダ イゼ ー シ ョンの バ ン ドが 認 め られ たが 、 他
の全 て の細 胞 株 で は 比較 的 分 子量 の小 さ いDNAと して存 在 して い る こ とが 示 され た
(デ ー タ は 省 略 す る)。 さ ら に 詳 細 に 調 べ る た め に 、4っ の 細 胞 株(FV10,Fγ56,
Fγ66・Fα28)のDNAを 未 消 化 の ま ま 、 あ る い は 制 限 酵 素 で 消 化 し た の ち 、
Southernプ ロ ッ トハ イブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 行 っ た(図9)。FV10細胞,Fγ56
細 胞,Fα28細 胞 で は、未 消 化DNAで 見 出 され るバ ン ド移 動 度 がHindll工 消 化DNA
















図9.ト ラ ン ス ホ ー ム 細 胞 内 の 組 み 換 えDNA存 在 状 態 のSouthe]mハ イ ブ リ ダ ィ ゼ
ー シ ョ ン に よ る 解 析
FVIO細 胞(レ ー ン4～6),Fγ56細 胞(レ ー ン7～9) ,Fγ66細 胞(レ ー ン10
～12) ,Fα28細 胞(レ ー ン13～15)か ら 抽 出 し た 全 細 胞DNA(各10μ9)を適 宜
制 限 酵 素 で 消 化 し た 後 、 「材 料 と方 法 」-21,22に 述 べ た 方 法 でSouthernハ イ ブ
リダ イ ゼ ー シ ョ ン を 行 っ た 。 プ ロ ー ブ は 、 プ ラ ス ミ ドPdBPV-1,pFNγ,pFNα5を
等 モ ル 数 ず つ 混 合 し た も の を32Pで 標 識 して 用 い た 。 レー ン5,8,11,14に
はHindlll単 独 消 化,レ ー ン6,9,12,15にはHindll工 一BanHI二 重 消 化 のDNA
を 泳 動 し た 。 レー ン4,7,10,13に は 、 抽 出 し たDNAを そ の ま ま(未 消 化 で)
泳 動 し た 。 ま た 、10μ9のC127細 胞DNAに プ ラ ス ミ ドPdBPV-1を そ れ ぞ れ600
P9(レ ー ン1),300P9(レ ー ン2),150P9(レ ー ン3)ず っ 加 え た 後Hin-
dlllで 消 化 し た も の を 、 コ ピ ー 数 標 準 試 料 と し て 泳 動 し た 。 こ の 場 合、10μ9の
C127細 胞DNAあ た り15P9のpdBPV-1DNAを加 え た と き に 二 倍 体 ゲ ノ ム あ た り1
コ ピ ー に 相 当 す る 。 レー 一 ン16に は 、Etmlで 消 化 し たpFNα5とBanHI-Hin_
dlllで 二 重 消 化 し たpFNγ を 混 合 し た も の を サ イ ズ マ ー カ ー と し て 泳 動 し た。 マ
ー カ 一ーDNAの サ イ ズ は、 キ ロ 塩 基 対 で 表 示 し た 。
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導 入 し たBPV組 み 換 え 体 が こ れ ら の トラ ン ス ホ ー ム 細 胞 に お い て 染 色 体 外 の ス ー パ
ー コ イ ル 閉 環 状DNAと し て 存 在 し て い る こ と を 示 し て い る。 ま た 、Hind[[エ1消 化,
Hindlll-EtanHI消 化 の ど ち ら の 場 合 に も 、Fγ56細 胞 で は8・6kb,FV10細胞 で は
7・9kbの そ れ ぞ れ 単 一 の バ ン ドが 見 出 さ れ る の み で あ っ た 。 し た が っ て 、 細 胞 内
の 小 環 状 組 み 換 え体 は トラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン に 用 い た 直 鎖 状DNAと ほ ぼ 同 じ サ イ ズ
を 有 し て い る も の の 、 両 端 のB飢HI部 位 は 環 化 の 際 に 再 生 さ れ な か っ た と 考 え ら れ
る 。 ま た 、Fα28細 胞 のBPV組 み 換 え 体 は 約8.8kbで あ り 、 導 入 し たDNA(9.6
kb)に0・8kbほ ど の 欠 損 が 生 じ た こ とが 示 唆 さ れ た 。
他 方 、Fγ66細 胞 のDNAは 、 制 限 酵 素 で 切 断 しな い 試 料 で は 宿 主 の 高 分 子 量DNA
の 位 置 にバ ン ドを 与 え(レ ー ン10)、Hindlll消化 に よ っ て10・8,8・4,6・4kbの
強 い バ ン ド と5・2,4・3kbの 弱 い バ ン ドを 生 じ た(レ ー ン11)。Hini[【IIとBantlI
に よ る二 重 消 化 で は こ れ ら に加 え て 更 に5・4kbと3・2kbの バ ン ドが 新 た に 現 れ た
(レ ー ン12)。 こ れ らの 結 果 は 、Fγ66細 胞 で はBPV-IFN組 み 換 えDNAが 何 個 か
直 結 し た 状 態 で 宿 主 染 色 体 内 に 組 み 込 ま れ て い る こ と を 示 し て い る 。
Hindlll消 化 で 生 じ たバ ン ドの 強 さ を 既 知 量 の プ ラ ス ミ ドDNA(レ ー ン1～3)
の 与 え る バ ン ドの 強 さ と比 べ る こ と に よ りBPV-DNAの コ ピ ー 数 を 計 算 す る こ とが で
き る 。 トラ ンス ホ ー ム 細 胞 に お け るBPV組 み 換 え体 の コ ピ ー 数 は 、 い ず れ の 株 に お
い て も細 胞 あ た り30～50コ ピ ー で あ っ た 。
9、v'川 一
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トラ ン ス ホ ー ム 細 胞 に よ る 組 み 換 えIFNの 産 生 条 件 を 検 討 す る た め に 、Fγ56細
胞 とFα28細 胞 に っ い て 細 胞 増 殖 とIFN産 生 量 を 調 べ た(図10)。Fγ56細胞 お よ
びFα28細 胞 の 倍 加 時 間 は そ れ ぞ れ20・3時 間,27・0時 間 で あ り 、 親 株 のC127細
胞(倍 加 時 間=30時 間)よ り増 殖 が 速 く な っ て い た 。 ま た 、 細 胞 増 殖 が 停 止 し た 時
点 に お け る 細 胞 密 度 は 、Fγ56細 胞 で は4x105cells/cm2,Fα28細胞 で は3x
105cells/cm2で あ り 、 親 株 のC127細 胞(5～7x104cells/cm2)に比 べ て か な
り 高 密 度 に ま で 増 殖 す る こ とが 示 さ れ た 。 こ れ らの 性 質 は 、Turekら が 報 告 し て い






























































図10・ トラ ンスホ ー ム細 胞 に よ るIFN産 生 の経 時変 化
6
数 枚 のペ トリ皿(5cm)にFγ56細 胞(A)あ るい はFα28細 胞(B)を5x105
cells/皿1の 密 度 で 植 え継 いで12時 間培 養 した後 、古 い培 地 を捨 て新 しい培 地 に交
換 し た(こ の 時 点 を0時 間 と した)。 経 時 的 に培 養 上 清 中のIEN活 性 を測 定 し、
ま た 、 トリプ シ ンで細 胞 を剥 が して細 胞 数 を計 測 した 。
図10に 示 す よ うに 、 これ ら トラ ンスホ ー ム細 胞 の 培 養 上 清 中 のIFN活 性 は 、細
胞増 殖 に伴 っ て急 激 に上 昇 し、細 胞 密 度 が 飽 和 した4日 め 以 後 も さ ら に増 加 し続 け
た 。6日 間 培養 後のIFN力 価 は 、Fγ56細 胞 で3x1051U/ml,Fα28細胞 で4x
1051U/mlに 達 した 。図11は 、 セ ミ コー ン フルエ ン トに まで 培 養 した細胞 を 異 な る
血 清 濃 度 の培 地 で 維 持 した 時 のIFN産 生 量 を示 した もの で あ る 。Fγ56細 胞 で は血
清 濃度 が1%で も10%の 場合 とほぼ 同 じ産 生量 が 得 られ たがt無 血 清 培 地 で維 持
した場 合 に は6割 程 度 の産 生 量 にな っ た 。Fα28細 胞 で は血 清 濃 度 を1%,0%に





















図11・ 組 み換 えIFN産 生 量 に対 す る血 清 濃 度 の影 響
数 枚 のペ トリ皿(5cm)にFγ56細 胞(A)あ る い はFα28細 胞(B)を5x105
cells/mlの 密 度 で 植 え継 ぎ、 セ ミー コ ン フルェ ン トに達 す る まで培 養(3日 間)
した 。古 い培 地 を捨 て 、細 胞 をPBS(一)で3回 洗 浄 した後 、異 な る濃 度 の ウ シ胎 児
血清 を含 む 新 しい培 地 に交 換 した(こ の 時 点 を0時 間 と し た)。 経 時 的 に培 養 上
清 を採 取 し、IFN活 性 を測 定 した 。
量 のIFNを 得 る ため には少 な くとも1パ ー セ ン ト程 度 の 血 清 を添 加 し たほ うが 良 い
。Fγ56細 胞 とFα28細 胞 は 、少 な くと も4か 月(20継 代)以 上 に 渡 っ て高 力 価
のIFNを 産 生 す る性 質 を維 持 して い た 。
Fγ56細 胞,Fα28細 胞 な どの マ ウ ス細 胞 で 産 生 した エFNが 実 際 に ヒ トIFNと し
て の生 物 学 的 性質 を有 してい るか否 か を.種 特 異 性 お よび 抗原 性 の 二 っ の 点 に関 し
て調 べ た ・表7は 、 い くっ かの トラ ンス ホ ー ム細 胞 株 の 培 養 上 清 と その 他 の ヒ ト
IFN標 品 につ い て ヒ トFL細 胞 あ る い はマ ウ スL細 胞 に対 す る抗 ウ イル ス活 性 を測
定 した結 果 で あ る 。pdBP▽-1で トラ ンス ホ ー ム したFV10細 胞 の 培 養上 清 は、 ヒ ト
・マ ウ スの いず れ の細 胞 に対 す る抗 ウイ ル ス活 性 も有 し て いな か っ た 。 ま た、 ヒ ト
細 胞 に対 して2x1051U/mlのIFN活性 を示 すFγ56細 胞 培 養 上 清 中 に も、マ ウ
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表7.い ろい ろな1】m試 料 の ヒ ト細 胞 ま たは マ ウ ス細 胞 に対 す る抗 ウイ ル ス活 性
エFN標 品
抗 ウ イ ル ス 活 性(エU/ml)



















天 然 ヒ トIFN一 γ と し て は 、表1の 脾 細 胞IFNを 用 い た 。 大 腸 菌 由 来 ヒ ト
IFN一 α5は 、IFN一 α5cDNA発 現 プ ラ ス ミ ドを 有 す る 大 腸 菌(50,197)の 無 細 胞 抽 出
液 を 酸 処 理(187)し て 調 製 し た 。
ス細 胞 に対 す る抗 ウイ ル ス活 性 は 全 く検 出 され な か った 。 この こ と は、Fγ56細 胞
の 培養 上 清 中の 抗 ウ イル ス活 性が 、細 飽 に導 入 した ヒ トIFN遺 伝 子 産物 に 由来 して
お り、 宿主 染 色 体 の マ ウ スIFN遺 伝子 に よ る もの で はな い こ とを示 して い る 。IFN一
γは 、特 に種 特 異性 が 高 い こ とが 知 られ てお り、 実際 、 ヒ ト脾 リンパ球 で生 産 した
IFN一γ(こ れ を天 然 ヒ トIFN一γ と称 す る こ と にす る)は マ ウ ス細 胞 に対 す る交 叉 活
性 を示 さな か った 。一 方 一 ヒ ト細 胞 に対 して そ れ ぞれ2・4x105,7・8x1041U/inl
のIFN活 性 を示 すFα28細 胞 お よびFα6細 胞 の培 養 上 清 は 、マ ウス 細 胞 に対 して
も低 いな が ら も明 らか な 抗 ウ イ ル ス活 性 を有 して い た 。 これ は 、 ヒ トIFN一α5が マ
ウ ス細 胞 に もあ る程 度 作 用 し得 る ため で あ る と考 え られ る 。 しか し、大腸 菌 で生 産
した ヒ トIFN一α5(32,187)は そ の よ うな 交叉 活性 を示 さな か っ た 。
さ らに、組 み換 えIFNの 抗 原 性 を調 べ る ため に、抗IFN抗 体 を用 い た中和 試験 を
行 っ た(表8)。Fγ56細 胞 の培 養 上 清 中 の抗 ウ イル ス活 性 は 抗 ヒ トIFN一γ抗 体 に
よ って 天然 ヒ トIFN一γ と同 程度 に 中和 され たが 、抗 ヒ トIFN一α抗 体 で は 中 和 され な
か っ た 。逆 に 、大 腸 菌 由来 ヒ トIFN一α5お よびFα28細 胞 培 養 上 清 の 抗 ウ イ ル ス活
性 は 、抗 ヒ トIFN一α抗 体 に よ っ ての み 中和 され た。 こ れ らの 結 果 は 、Fγ56細 胞,
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表8・ 組 み 換 え ヒ トIFNの 中和 試 験
Source
工FNactivity(工U/m1)









4種 のIFN標 品 の 抗 ウ イ ル ス活 性 を 、一 定 濃 度 の抗 ヒ トIFN一α抗 体,抗 ヒ トIFN一γ
抗 体 の存 在 下 に測定 した 。括弧 内の 数 字 は抗 体 存 在 下 の残 存 活性 を示 す 。
Fα28細 胞 が 分 泌 して い るのが 確 か に ヒ トのIFNで あ っ て マ ウ スの それ で は な い こ
とを示 し てい る。 表8の 結 果 で は 、マ ウ ス細 胞 由来 の ヒ トIFN一α5と 大腸 菌 由来
の ヒ トエFN一α5の 抗 原 性 の違 いは 検 出 され な か ったが 、抗IFN一 αモ ノ クロ ー ン抗 体
を用 いて さ らに厳 密 な解 析 を 行 った結 果 、両 者 の抗 原 性 には 違 いが あ る こ とが 示 さ
れ て い る(188)(考 察 参 照)。
10 bIFN 一 制 白・ 一
Fγ56細 胞 で生 産 し た ヒ トIFN一γ(以 下 こ れ を組 み 換 え ヒ トIFN一γあ る い は単 に
1】iiN一γと称 す る こ と にす る)の 分 子 的 性質 を調 べ る ため に、 これ の高 度 精 製 を試 み
た 。精 製 は原 理 的 に異 な る二 通 りの方 法 で行 っ た(表9)。 ひ とつ はYipら の 方法
(69・183)を 改 変 した方 法 を用 い、 無 血清 培 地 で 得 たFγ56細 胞 培 養 上 清 を出 発 材料
と して 、Controlled-poreglass(CPG)カラム,DEAE一 トヨパ ー ル カラ ム,ConA-
Sepharoseカ ラ ム の三 段 階 の 精製 操作 を行 っ た(方 法 工)。 この 場 合、無血 清 培
地 を用 い る こ とに よ って 培養 上 清 の タ ンパ ク質 濃 度 を大 幅 に低 減 で き たお か げで 、
比 較 的 簡 便 に精 製 す る こ とが で きた 。 も うひ とっ の精 製 法 と して は 、 当研 究室 の宮
田 らが 作 製 し た抗 ヒ トIFN一γモ ノ ク ロー ナ ル抗 体 カ ラ ム(73)を 用 い た(方 法II)。
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これ は非 常 に特 異 性 の 高 い方 法 で あ るた め 、5%の 血 清 を 含 む 培 養上 清 を 出発 材 料
に して も 、一段 階 で 精 製可 能で あ っ た(表9)。 これ らの精 製 標 品 の純 度 はSDS一 電
気 泳 動(189)に よ って 検定 した(図12A)。 抗 体 カ ラ ム で精 製 した標 品 は分 子 量
24・000～26,000の 位 置 に幅 の 広 い 単 一 のバ ン ドを あ た え 、極 め て高 度 に精 製 され
た こ とが 示 され た 。ConAカ ラム で精 製 した標 品 も 同様 のバ ン ドが 主 要 成 分 で あ っ
たが 、極 め て わず か の 混入 タ ンパ ク質 と思 われ るバ ン ド(約32,000)も 見 出 され た
。 いず れ に しろ 、 これ らの 精 製標 品 は90%以 上 の純 度 で あ る と思 わ れ る 。 表9に
示 す よ う に、精 製 標 品 の比 活 性 は 方法 工で7・1x1071U/㎎ タ ン パ ク質 で あ り、
方 法IIで7・9x1071U/㎎ タ ンパ ク質 で あ っ た 。 これ は 、宮 田 らが 精 製 した天 然
ヒ トIFN一γを用 いて測 定 し た比 活 性(4～12x1071U/㎎タ ンパ ク質(73))と ほ
ぼ 等 しい数 値 で あ る 。



























1.Fγ56細 胞 の 培 養 上 清(無 血 清 培 地;1700ml)を出 発 材 料 と し て 、 精 製 法1
(「 材 料 と 方 法 」-18)に よ っ て 精 製 し た 。
II・Fγ56細 胞 の 培 養 上 清(5%FCS含有 培 地;1700ml)を 出 発 材 料 と し て 、 精
製 法IIに よ っ て 精 製 し た 。
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組 み 換 え ヒ トIFN一γの 見 か けの分 子 量 は、SDS一 電 気泳 動(図12A)お よ
び ゲ ル ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー(図12B)に よ っ て測 定 し た 。 ヒ トエFN一γの 推 定 ア ミ
ノ酸 配 列 を も とに計 算 し たポ リペ プ チ ド鎖 部 分 の分 子 量 は16,780で あ る 。実 際 、































図12・ 組 み 換 え ヒ トIFN一 γの 相 対 分 子 量
A.組 み 換 え ヒ トIFN一 γ精 製 標 品 のSDS一 ポ リア ク リル ア ミ ドゲ ル 電 気 泳 動 。方 法
1(レ ー ン1)あ る い は 方 法1エ(レ ー ン2)に よ っ て 精 製 し たFγ56細 胞 由 来 ヒ ト
IFN一 γ お よび 大 腸 菌 由 来 ヒ トIFN一 γ の 精 製 標 品(レ ー ン3)を そ れ ぞ れ 各4μg
ず っ 用 い て 、Lae㎜liの 方 法(189)に 従 っ てSDS一 電 気 泳 動 を 行 っ た 。 タ ン パ ク 質 の
染 色 は 、C∞massieBrilliantBlueR-250で行 っ た 。 分 子 量 マ ー カ ー と し て は 、
ホ ス ホ リ ラ ー ゼb(94.OK),BSA(67.OK),オ バ ル ブ ミ ン(43・OK),カ ル
ボ ニ ッ ク ア ン ヒ ドラ ー ゼ(30・OK),ソ ラ マ メ ト リプ シ ン イ ン ヒ ビ タ 一ー(20.1K)
,α 一ラ ク トア ル ブ ミ ン(14.4K)を 用 い た 。
B.SephacrylS-200カラ ム ク ロ マ トグ ラ フ ィー 。0・5MNaCl,0・1mMEDTA
を 含 む20mMリ ン酸 ナ ト リウ ム 緩 衝 液(pH7・5)で 平 衡 化 し たSephacrylS-200
の カ ラ ム(φ1・Ocmx74cm)に70μ9の 組 み 換 え ヒ トIFN一 γ精 製 標 品(方 法1
)を か け 、 同 緩 衝 液 を 用 い て 流 速2.0皿1/hrで 溶 出 し た 。1・Omlず っ 分 画 しL
IFN活 性 を 測 定 し た 。 分 子 量 マ ー カ ー と し て は 、BSA(67・OK),オ バ ル ブ ミ ン
(OVA,43.OK),チ トク ロ ー ムC(Cy七.C,12・5K)を 用 い た 。VoはBlue
Dextran(フ ァ ル マ シ ア)の 溶 出 位 置 を 示 す 。
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(図12A,レ ー ン3)。 こ れ に 比 べ て マ ウ ス 細 胞 で 生 産 し た 組 み 換 え ヒ トIFN一 γ
の 分 子 量 は か な り大 き く、SDS一 電 気 泳 動 で 約24,000～26,000で あ っ た 。 調 製 標 品 に
よ っ て は 、22,000～25,000の 値 を 示 す 場 合 も あ っ た(105)。 ま た 、 こ れ の ネ イ テ
ィブ な 分 子 量 をSephacrylS-200のゲ ル ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー に よ っ て 測 定 し た と こ
ろ 、IFN活 性 は 分 子 量 約58,000の 位 置 に 単 一 の ピ ー ク を 与 え た(図12B)。こ れ
ら の 測 定 値 は 、 天 然 ヒ トIFN一 γの 見 か け の 分 子 量(SDS一 電 気 泳 動 に お い て25K,
20K,15K;ゲ ル ク ロ マ トグ ラ フ ィー に お い て45K～58K)(68～73,183)とよ い 一 致
を 示 し て い る 。
マ ウ ス 細 胞 で 生 産 し た ヒ トエFN一γがConA-Sepharoseカラ ム に 特 異 的 に 結 合 す る
こ と 、 ま た 、SDS一 電 気 泳 動 に お け る 見 か け の 分 子 量 が 約25Kで あ る こ と は 、 こ の 組
み 換 え エFN一γが 糖 鎖 構 造 を 有 し て い る こ と を 示 し て い る 。 ま た 、 ネ イ テ ィブ な 分 子
量 が 約58Kで あ る こ と か ら 、 組 み 換 え ヒ トIFN一 γ も溶 液 中 で は 天 然 のIFN一 γ と 同 様
お そ ら く二 量 体 と し て 存 在(73,183)し て い る こ と が 示 唆 さ れ た 。
11.組 み 換 え ヒ トIFN一 γのNH2一 末 端 ア ミ ノ 酸 の 同 定
天 然 の ヒ トIFN一γは 、 そのNH2一 末端 の グ ル タ ミ ン残 基 が ピ ログ ル タ ミ ン酸 に環 化
し、 い わゆ るブ ロ ッ ク構 造 を とって い るこ とが 知 られ て い る(72,73)。 マ ウ ス細 胞
で 生 産 した組 み 換 え ヒ トIFN一γが 天 然 の それ と同 様 のプ ロセ ッ シ ング を受 けて い る
か ど うか を調 べ る ため に 、NH2一 末 端 ア ミ ノ酸 配列 の 決 定 を試 み た 。 まず 、二 通 りの
方 法 で精 製 した組 み換 え ヒ トIFN一γの そ れぞ れ の 標 品 を そ の ま ま気 相 エ ドマ ン法
(175～177)よ る 自動 ア ミ ノ酸 配 列 解 析 に 供 したがt有 意 な 収量 の ア ミノ酸(prH一 ア
ミノ酸)は 検 出 されな か っ た 。 これ は 、組 み 換 え ヒ トIFN一γも そのNH2一 末 端 が ブ ロ
ッ ク され て い る こ とを示 唆 してい る。 そ こ で次 に 、組 み 換 えIFN一 γ精 製 標 品 を ピロ
グ ル タ ミ ン酸 ア ミ ノペ プ チ ダ ー ゼ(NH2一 末 端 ピ ログ ル タ ミ ン酸 残 基 を特 異 的 に消 化
す る)で 処 理 して か ら同 様 の 解 析 に供 したが 、や は り有 意 な 収 量 のPTH一 ア ミノ酸 は
検 出 で きな か っ た 。 この 原 因 と して 、 ネ イ テ ィブ なIFN一 γ標 品 で は酵 素 が 作 用 しに
くい ため で は な いか と考 え られ た 。
も し、組 み換 えIFN一 γが 天 然 の そ れ と同 じNH2一末 端 構 造 を と っ て い るの な らば 、
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ト リプ シ ン消 化 に よ っ てNH2一 末 端 か ら 生 じ る ペ プ チ ド断 片 の 配 列 は くGlu-Asp一
P「〇-Tyr-Va1-Lysと な っ て い る は ず で あ る(図8参 照)。 そ こ で 、 組 み 換 えIFN。 γ
表10.NH2一 末 端 ア ミ ノ 酸 配 列 の 解 析
a.































ア ミ ノ 酸 収 率
(実 測 値)
予 想 ア ミ ノ 酸 組 成#



































a.ト リプ シ ン消 化 ペ プ チ ドの ア ミノ酸 配 列 解 析 。 トリプ シ ン消 化 ペ プ チ ドを逆
相HPLCの カラ ム のか け 、合 成 ペ プ チ ド(<Glu-AsP-Pro-Tyr-Val-Lys)と同 じ位 置
に溶 出 す る画 分 を 回 収 した 。 この うち の 一部 を ピ ログ ル タ ミ ン酸 ア ミ ノペ プ チ ダ
ー ゼ で 処 理 し た後 、気 相 エ ドマ ン法 に よ っ て ア ミノ酸 配 列 を決 定 した 。
b.ト リプ シ ン消 化ペ プ チ ドの ア ミノ酸 組 成 。(a)と 同 じ逆 相HPLC画 分 を用 い
て 、 ア ミノ酸 分 析 を行 っ た 。
#0.96molの ペ プ チ ドAと2・12molの ペ プ チ ドCが 混 在 す る と仮 定 し た場合
に予想 され るア ミ ノ酸 組 成 。カ ッコ 内 はペ プ チ ドの ア ミノ酸 組 成 を 示 す 。
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の トリプ シ ン消 化物 の 中 に このペ プ チ ドが 存 在 す る か ど うか を検 討 し た 。 まず 、 抗
体 カ ラ ムで 精 製 し た組 み 換 え ヒ ト1駒(0.1㎎)を ㎜ 処 理 トリプ シ ン に よ り
て消 化 し 、 これ を逆 相HPLCカ ラ ム にか けてペ プ チ ドを分 画 し た と こ ろ、40個 の ピ
ー クが 検 出 され た。 また、 これ とは別 に くGlu-Asp・-Pro-Tyr-Val-Lysの 配列 を持 っ
化 学 合 成 ペプ チ ドを用意 し、同 じ条 件 下 の逆 相HPLCに お け る溶 出位 置 を決 定 した
。先 の トリプ シ ン消 化 ペプ チ ドの クロ マ トグ ラ ム にお いて この合 成 ペ プ チ ドと同 じ
位 置 に溶 出 す る ピー クを同 定 し 、 これ を 回収 した 。 この ピー ク画 分 の2/3を ピロ グ
ル タ ミ ン酸 ア ミノペ プ チ ダー ゼ で 処 理 した後 、 ア ミノ酸 配列 の 解 析 を行 っ た(表10
a)。 残 りの1/3は 酸 加 水 分 解(6NHCI,減圧封 管 中110℃,24時 間)を 行 っ た
後 、 ア ミノ酸 分 析 に供 した(表10b)。 ア ミ ノ酸 配 列解 析 の 結 果 は 、 この 試料 には
少 な く とも3種 類 のペ プ チ ド(ヘ キ サペ プ チ ド,ペ ン タペ プ チ ド,ト リペ プ チ ド)
が 混 在 して い る こ とを示 してい る。 ア ミ ノ酸 配 列解 析 お よび ア ミノ酸 分 析 の結 果 を
ヒ トエFN一γの 推 定 ア ミ ノ酸 配 列(図8)か ら予想 され る トリプ シ ン消 化 ペ プ チ ドと
照 合 した結 果 、 この ピー ク画 分 に は2種 類 の ヘ キ サペ プ チ ドが 混在 して い る と結 論
す る こ とが で きた 。す な わ ち 、 ア ミ ノ酸 分 析 に用 い た試料 に は 、推 定 ア ミ ノ酸 配 列
の1～6番(<Glu-Asp-Pro-Tyr-Val-Lys;ペプ チ ドCと す る)お よび84～89番
(Phe-Phe-Asn-Ser-Asn-Lys;ペプ チ ドAと す る)に 相 当す るペ プ チ ドが それ ぞ れ
2・12nmol,0・96nmolず っ含 まれ て い た と考 え られ る(表10b)。 この ペ プ チ ド
Aは 、ア ミ ノ酸 配 列 解 析 に お い て主 要 成分 と して検 出 され て お り、収 率 は21%で
あ っ た 。 他の2成 分 の うち のひ とっ は ペ プ チ ドCのNH2一 末 端 の ピロ グ ル タ ミ ン酸
残基 が 酵 素 に よ って 除去 され て生 じ たペ プ チ ド(2～6番;Asp-Pro-Tyr-Val-Lys
)で あ り、 も うひ とっ は 同 じNH2一末端 ペ プ チ ドの4～6番 に相 当す る配 列(Tyr-
Val-Lys;ペ プ チ ドB)で あ る と考 え られ る(表10a)。 しか し、両 者 を あわ せ て
も収 率 は約7%と 低 く、 ま た 、ア ミノ酸 分析 で明 確 に検 出 され た ア ミ ノ酸 の うち グ
ル タ ミ ン酸(Gluま た はGln由 来)だ け は 、 ア ミノ酸 配 列解 析 で 全 く検 出 され な か
っ た 。 これ らの結 果 は 、 この 試 料 の 中 にNH2一 末 端 ピ ログ ル タ ミ ン酸 残 基 を有 す るペ
プ チ ドCが 存 在 す る こ とを示 して い る 。 ペ プ チ ドBは 、酵 素 処 理 な どの 一 連 の 操
作 過 程 に お い てペ プ チ ドCの プ ロ リ ン残 基 の 後 で 切 断 され て生 じ た と思 わ れ るが 、
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その 生 成 機 構 は 不明 で あ る 。
120 IFN一 α5司
Fα28細 胞 で 生 産 した組 み 換 え ヒ トIFN一α5の 分 子 量 を 調べ る ため に 、細 胞 を
35S一 メチ オ ニ ン存 在 下 に培養 して放射 活性IFN一 α5を 調製 した 。 これ を ウサ ギ 抗
ヒ トIFN一α抗 体(138)と プ ロテ イ ンA吸 着 体 を用 い て精 製 し、SDS一 電 気泳 動 で 解 析
し た(図13)。 コ ン トロー ルのFV10細 胞 か らは 放 射 活性 を有 す る免 疫 沈 降 物 は 認
め られ なか っ た(レ ー ン2)。 これ に対 し、Fα28細 胞 の培 養 上 清 か らは見 か けの
分 子 量 が19,000土500の 単 一 の バ ン ドが 検 出 さ れ た(レ ー ン3)。 ヒ トIFN一 α5
の推定アミノ酸配列から計算した前駆体および成熟タンパク質の分子量はそれぞれ
21,800,19,550(93)であ る こ とか ら 、 マ ウ ス 細 胞 で 生 産 し た ヒ トIFN一 α5も 天 然











図13・ 組 み 換 え ヒ ト1】Pt一α5の 相 対
分 子 量
35Sで 標 識 し たFV10細 胞(レ ー ン2)
,Fα28細 胞(レ ー ン3)の 培 養 上 清
に ウ サ ギ 抗 ヒ トIFN一 α抗 体 を 加 え て プ
ロ テ イ ンA吸 着 体 を 用 い て 免 疫 沈 降 操
作(「 材 料 と方 法 」-20)を 行 っ た 。
生 じ た 沈 降 物 のSDS一 ポ リア ク リル ア ミ
ドゲ ル 電 気 泳 動(189)を 行 い 、EN-
LIGHTNING(NewEnglandNuclear)を
増 感 剤 と し て フ ル オ ロ グ ラ フ ィ ー を 行
っ た 。 レー ン1に は 、14C一 標 識 分 子
量 マ ー カ 一ーセ ッ ト(Amersham,No.
CFA626)を 泳 動 し た 。
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一
13T冒 、パ こ ・こtIFN-'一 レ
い ろ い ろ な ヒ ト正 常 細 胞 や 細 胞 株 に お け るIFN一 γ遺 伝 子 の メ チ ル 化 状 態 を 解 析 す
る た め に 、 筆 者 ら はCCGG配 列 を 認 識 ・切 断 す る2種 類 の 制 限 酵 素(イ ソ シ ゾ マ ー
)を 用 い た 。 ひ と っ は 内 側 の シ トシ ン 残 基 が メ チ ル 化 さ れ て い るDNA(αn㏄G)を 切
断 で きな い 制 限 酵 素HIPa1エ で 、 も うひ と っ はCmCGG配 列 を も 切 断 で き る 制 限 酵 素
dSplで あ る 。 ヒ トIFN一 γ遺 伝 子 近 傍 のPVLdlお よ びHpallの 制 限 酵 素 地 図 を 図14
Aに 示 し た 。Grayら の 発 表 し た 制 限 酵 素 地 図(78)だ け で は 本 研 究 の 解 析 に 不 十 分
だ っ た の で 、 ク ロ ー ン化 し た ヒ トIFN一 γ遺 伝 子DNAを 用 い て 、 新 た に 遺 伝 子 周 辺(
flanki㎎region)の1個のHpall部 位 と2個 のPvL[[エ の 位 置 を 決 定 し た 。 こ の
領 域 に あ る4ヶ 所 のHPall部 位 を5'側 よ り 順 にM1,M2,M3,M4部 位 と呼 ぶ
こ と に し 、以 下 、 こ れ らのCCGG配 列 にお け る メ チ ル 化 の 程 度 を 解 析 し た 。HpalI
の 他 に も メ チ ル シ チ シ ン 感 受 性 の 制 限 酵 素 と し てSa11,Miol,thalな ど が 知 ら
れ て い るが 、 こ れ ら の 制 限 酵 素 部 位 は こ の 遺 伝 子 領 域 に は 見 出 さ れ な か っ た 。
まず 初 め に 、 ヒ ト正 常 組 織 由 来 の 細 胞 と し て 末 梢 血 リ ンパ 球 と子 宮 組 織 のDNA
に お け るIFN一 γ 遺 伝 子 の メ チ ル 化 パ タ ー ン を 調 べ る こ と に し た 。末 梢 血 リ ン パ 球 は
プ ラ ス チ ッ ク 付 着 性 細 胞(plasticdish-adherentcells),T細胞(Tcells),
非T細 胞(non-Tcells)の3っ の 細 胞 画 分 に 分 画 し た も の を 用 い た 。 そ れ ぞ れ の
細 胞 か ら 抽 出 し た 全 細 胞DNAを 制 限 酵 素 で 完 全 消 化 し た後 ア ガ ロ …ース ゲ ル の 電 気 泳
動 を 行 い 、32Pで 標 識 し た プ ラ ス ミ ドpBRIFγ(ヒ トIFN一 γcDNAの0・84kbSau3AI
断 片 を 舎 む)を プ ロ ー ブ と し てSouthemハ イ ブ リダ イ ゼ ー シ ョ ン を 行 っ た 。
Sou七hernハ イ ブ リダ イ ゼ ー シ ョ ン の バ ン ドの 長 さ か ら、 各CCGG配 列 の メ チ ル 化 の
程 度 を 見 積 も る こ とが で き る 。 ㏄GG配 列 の い ろ い ろ な メ チ ル 化 パ タ ー ン に 応 じ て
生 じ るDNA切 断 断 片 の 長 さ は 図14Aの 下 段 に 示 し た 。 図14BにP皿1と 珈aエ1の
二 重 消 化 の 、 図14Cに はHpallま た はMSplに よ る単 独 消 化 のS。uthemハ イ ブ リ
ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 結 果 を 示 し た 。 制 限 酵 素 地 図 か ら 予 想 さ れ る よ う に 、Mspl消 化
で は3・Okb,2・6kb,1・Okbの3本 のDNA断 片 がIFN一 γcDNAと ハ イ ブ リダ イ ズ





















































図14・ ヒ ト正 常 細 胞 に お け るIFN一 γ 遺 伝 子 の メ チ ル 化 パ タ ー ン
A.ヒ トIFN一 γ遺 伝 子 の 制 限 酵 素 地 図 。4っ の 黒 枠 は エ ク ソ ン 部 分 を 、3っ の 白
枠 は イ ン トロ ン部 分 を 表 す 。 ま た 、 斜 線 枠 は5'側 お よ び3'側 の 非 コ ー ド領 域 を 示 す
(78)。 制 限 酵 素 地 図 の 下 に 示 し た 太 線 は 、Southemハ イ ブ リダ イ ゼ ー シ ョ ン の プ
ロ ー ブ に用 い たcDNA領 域 で あ る 。 そ の 下 に 、 制 限 酵 素 消 化 に よ っ て 生 じ るDNA断
片 の 位 置 と長 さ(kb)を 示 し た 。 上 の4本 がHIPall-PVLill二 重 消 化,下 の3本 が
Hpall単 独 消 化 で 生 じ るDNA断 片 で あ る 。
B・ ヒ トT細 胞 画 分(レ ー ン1),非T細 胞 画 分(レ ー ン2),プ ラ ス チ ッ ク付 着
細 胞 画 分(レ 一ーン3),子 宮 組 織(レ ー ン4)か ら抽 出 し たDNAをHpaエ1とPVL[[1
で 二 重 消 化 し 、32Pで 標 識 し たIFN一 γcDNA(プ ラ ス ミ ドpBRIFγ)を プ ロ ー ブ と し
てSouthernハ イブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 行 っ た 。
C,D,E・1姻1で 単 独 消 化 し たDNA(レ ー ン1～4,DNA試 料 は パ ネ ルAに 同
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じ)、 お よ び 一Msplで 消 化 し たT細 胞 画 分DNA(レ ー ン5)のSouthemハイ フ
リダ イ ゼ ー シ ョ ン 。 プ ロ ー ブ に は 、IFN一 γcDNA(プ ラ ス ミ ドpBRIFγ,パ ネ ルC)
,IFN一 α1cDNA(プ ラ ス ミ ドHif-2h,パ ネ ルD),γ 一グ ロ ピ ンcDNA(プ ラ ス ミ ド
JW151,パ ネ ルE)を 用 い た 。IFN一 γcDNAと ハ イ ブ リダ イ ス す るバ ン ドの サ イ ズ
(kb)を パ ネ ルB,Cの 右 側 に 示 し た 。 パ ネ ル の 左 に は サ イ ズ マ ー カ ー の 位 置 を 示
し た 。
非T細 胞DNAと プ ラ ス チ ッ ク 付 着 性 細 胞DNAのHparl消 化 で は50kb以 上 のDNA
断 片 の み が ハ イ ブ リダ イ ズ し た(図14C;レ ー ン2,3)。 さ ら に 、HPa[1-Pvti[工
二 重 消 化 で は 、6.7kbと3.6kbの バ ン ドだ け が 検 出 さ れ た(図14B;レ ー ン2
,3)。 こ の 結 果 は 、 こ れ ら の 細 胞 で は エFN一γ遺 伝 子 の4っ の ㏄GG配 列 が 全 て メ
チ ル 化 さ れ て い る こ と を 示 し て い る 。
一 方 、IFN一 γ産 生 細 胞 を 含 む と考 え られ るT細 胞 画 分 のDNAのHIPa[[1-Pワ 皿1消
化 で は 、6.7kbと3.6kbの 強 い バ ン ドに 加 え て4.4kb,2.6kb,2.2kb,1.8kb,
1・Okbの 弱 い バ ン ドが 認 め られ た(図14B,レ ー ン1)。 こ の こ と は 、T細 胞
画 分 の 大 部 分 の 細 胞 で は そ のIFN一 γ遺 伝 子 が 高 度 に メ チ ル 化 さ れ て い る も の の 、 ご
く一 部 の 細 胞 で は4っ の ㏄GG配 列 の ど れ か 一 っ ま た は 複 数 が メ チ ル 化 さ れ て い な
い 状 態 に あ る こ と を 示 して い る 。 さ ら に 、HPall単 独 消 化 に お い て5・6kb(M1
部 位 とM3部 位 の 同 時 切 断 で 生 じ る;M1/M3と 表 す),4・Okb(m2/M4),3・Okb
(M2/M3)の バ ン ドが 認 め ら れ る 事 実 は 、IFN一 γ遺 伝 子 の 二 っ 以 上 の ㏄GG配 列 が 同
時 に 非 メ チ ル 化 さ れ て い る 細 胞 が 存 在 す る こ と を 示 し て い る(図14C,レ ー ン1
)。
子 宮 組 織 のDNAで は 、M4部 位 が 部 分 的 に非 メ チ ル 化 状 態 に あ っ た(図14B,
2・2kbバ ン ド)が 、3ヶ 所 のCC㏄}配 列(M1,M2,M3)は 高 度 に メ チ ル 化 さ
れ て い た 。
以 上 の 結 果 か ら 、IFN一 γ遺 伝 子 はT細 胞 の あ る 一 部 の サ ブ セ ッ ト に お い て の み 遺
伝 子 領 域 全 体 に わ た っ て 低 メ チ ル 化 状 態 を と っ て い る こ とが 示 さ れ た 。 そ こ で 、T
細 胞 サ ブ セ ッ トに お け る 低 メ チ ル 化 状 態 が エFN一γ遺 伝 子 に 特 異 的 な 現 象 で あ る か ど
う か を 調 べ る た め に 、IFN一 γ と は 遺 伝 子 発 現 の 組 織 特 異 性 を 異 に す るIFN一 α遺 伝 子
59
と γ一グ ロ ビ ン遺 伝子 の メチ ル化 パ ター ンをSouthemハ イブ リダ イ ゼ ー シ ヨ ン に よ
って解 析 した 。 図14Dお よびEに 示 す よ う に、 これ らの 遺 伝 子 領 域 の ㏄GG配 列
は どの 細 胞 種 に お い て も高 度 に メチ ル化 され てお り 、晦pl消 化 で 見 出 され るバ ン
ドはHPall消 化 で は全 く検 出 され な か っ た。 この 結果 は 、T細 胞 のDNAが 一 般 に低
メチ ル 化 状態 を とりや す い傾 向 にあ るの で はな い こ とを示 し て い る 。
14B、 ノ'ξ"こ'IFN・ 一 、
先 に 調 べ た 正 常T細 胞 画 分 は い ろ い ろ な 種 類 の 細 胞 を 含 ん で お り 、IFN一 γ産 生 細
胞 だ け を 取 り 出 し てIFN一 γ遺 伝 子 の メ チ ル 化 パ タ ー ン を 調 べ る こ と は 困 難 で あ る 。
DNAメ チ ル 化 とIFN一 γ遺 伝 子 発 現 の 関 係 を 均 一 な 細 胞 集 団 で 解 析 す る た め に、IFN一
γ産 生 能 の 異 な る 種 々 の ヒ ト株 化 培 養 細 胞 を用 い て エFN一γ遺 伝 子 の メ チ ル 化 パ タ ー
ン を 調 べ る こ と に し た 。 実 験 に は 、 ヒ ト正 常Tリ ンパ 球 をhumanT-lympho七ropic
virustypeI(肌V-1)で トラ ン ス ホ ー ム す る こ と に よ っ て 株 化 さ れ たTリ ン パ 芽
球 様 細 胞 で あ るTσL-Fuj細 胞,TCL-Tan細 胞,TCL-Kan細 胞,TCL-Haz細 胞(66,67
),TCL。Fuj細 胞 か ら派 生 し たTCL-Fuj2M細 胞,TCL-FujH1細 胞,TCL-FujH2細 胞
,TCL-FujL1細 胞(149),ヒ ト前 骨 髄 球 様 白 血 病 細 胞 株 で あ るHL60細 胞(150》,ヒ
ト羊 膜 由 来 のFL細 胞,ヒ ト鼻 咽 睦 癌 由 来 のwa細 胞 な ど を 用 い た 。 メ チ ル 化 パ タ
ー ン の 解 析 に 先 立 っ て 、 こ れ らの 株 化 培 養 細 胞 のIFN一 γ遺 伝 子 の 周 辺 で 染 色 体 転 座
や ウ イ ル ス ゲ ノ ム 挿 入 な ど のDNA組 み 換 えが 生 じ て い な い か ど う か をSouthernハ
イ ブ リダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ っ て 調 べ た 。EccRI,Hindlll,PVL[[エ,IYsplなど で 切
断 し たDNAのSouthernハイ ブ リダ イ ゼ ー シ ョ ンパ タ ー ン は 、 上 記 の 全 て の 細 胞 株
で 一 致 し て お り 、 ま た こ れ は ク ロ ー ン化IFN一 γ遺 伝 子 の 制 限 酵 素 地 図(図14Aお
よ び 文 献78)と も矛 盾 しな いパ タ ー ンで あ っ た 。 従 っ て 、 ど の 細 胞 株 に お い て も、
IFN一 γ遺 伝 子 近 傍 の 少 な く と も 数 キ ロ 塩 基 対 以 内 で は 大 き なDNA組 み 換 え は 起 き て
い な い と思 わ れ る 。
こ こ で 用 い たTリ ンパ 芽 球 様 細 胞 のIFN一 γ 産 生 能 を 表1ユ に 示 し た。 こ の う ち.
1℃L-FujHl,T(L-FujH2,1℃L-FujLユの3株 は、TCL-Fuj細 胞 あ る い は1℃L-Fuj2M細
胞 を 限 定 希 釈 法 に よ っ て クP一 ン 化 し た ク ロ ー ン細 胞 株 で あ る(149)。TCL-Fuj細
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表11・ 種 々のTリ ンパ 球 細胞 株 にお け るIEN産 生 量

















10%FCSを 合 むRPMI-1640培 地 に1x106cells/lnlの濃 度 で 細 胞 を 撒 き 、




図15・Tリ ンパ 芽 球 様 の 株 化 培 養 細 胞
に お け るIFN一 γMRNAの 発 現 量
1℃L-Kan細 胞(レ ー ン1),TCL-Fuj2M
細 胞(レ ー ン2),TCL-Fuj2H細胞(
レー ン3)か ら 抽 出 し た 全 細 胞RNA(各
30μg)お よ び 「結 果 」-2の 部 分 精 製
ヒ トIFN一 γmRNA(レ ー ン4,0.3μ9)
を 用 い て ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 を 行
い 、32Pで 標 識 し たIFN一 γcDNAを プ ロ
ー ブ と してNorthernハ イ ブ リダ イ ゼー
シ ョ ン を 行 っ た 。
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胞 と1℃L-FujH1細 胞 は 高 単 位 のIFN一 γ を 構 成 的 に 分 泌 す る 細 胞 で あ る 。 他 方 、TCL-
Fuj2M,TCL-FujH2,TCL-FujL1など の 細 胞 で は 構 成 的 に産 生 さ れ る エFN一γ の 力 価 は
低 い が 、 こ れ らの 細 胞 をConAとTPAで 刺 激 す る とTU・-Fuj細 胞 に 匹 敵 す る ほ ど の
IFN卿 γ が 誘 導 さ れ る(67,149)。 ま た 、TCL・-Tan細 胞 とTCL-daz細 胞 は 微 量 のIFN一
γ を 産 生 し て い る が 、1℃L-Kan細 胞 は 全 く産 生 しな い 。TCL-Kan細 胞 で はIFN一 γ
mRNAも 全 く検 出 さ れ な か っ た(図15)。
図16は 、TCL-Fuj細 胞 と そ の 派 生 株 に お け る メ チ ル 化 パ タ ー ン を 調 べ た も の で
あ る 。TUZ-Fuj細 胞 で は 、 そ のIFN一 γ遺 伝 子 のM1お よ びM2部 位 に お け る メ チ ル
化 の 程 度 は か な り 低 く 、M3,M4部 位 が メ チ ル 化 さ れ て い な いDNAも 検 出 さ れ た
(図16A,B;レ ー ン1)。TU-FujH1細 胞,TU-Fuj2tl1細 胞,TCI・ 一・FujLl細 胞
も 、M1,M2,M3部 位 の メ チ ル 化 の 程 度 は 親 株 のT(兀 一F吋 細 胞 と ほ ぼ 同 じ で あ
っ た 。 しか し 、M4部 位 の メ チ ル 化 の 程 度 は 、TCL-FujH1細 胞 で は 親 株 よ り 低 く 、
逆 に 、T℃L-Fuj2M細 胞 とTCL-FujL1細 胞 で は 親 株 よ り高 か っ た(レ ー ン2,4,5)。
ま た 、TCL-FujH2細 胞 は 、 どの ㏄GG配 列 も 他 のTCL-Fuj系 の 細 胞 よ り メ チ ル 化 の
程 度 が 高 か っ た(レ ー ン3)。 こ れ らTCL-Fuj系 の 細 胞 のIFN一 γ遺 伝 子 近 傍 に お
い て 複 数 のCCGG配 列 が 同 時 に 非 メ チ ル 化 さ れ て い る か ど う か は 、Hpall単 独 消 化
に よ っ て 見 積 も っ た(図16B)。M1とM3部 位 が 同 時 に非 メ チ ル 化 さ れ て い る
こ と で 生 じ る5・6kbの バ ン ドはTCL-Fuj系 の 細 胞 全 て に 共 通 に 見 出 さ れ た が 、
M2/M3部 位 の 非 メ チ ル 化 に よ っ て 生 じ る4・Okbの バ ン ドはIFN一 γ産 生 能 の 高 い
TCL-Fuj細 胞 とTCL-FujH1細 胞 で の み 顕 著 に 観 察 さ れ た 。 ま た 、TCL-Fuj2M,TCL-
FujH2,TCL-FujL1細胞 で は50kb以 上 の 分 子 サ イ ズ を 有 す る バ ン ドが 非 常 に 多 い
こ とか ら 、 大 部 分 のDNAで はIFN一 γ遺 伝 子 近 傍 が 高 度 に メ チ ル 化 さ れ て い る こ とが
わ か っ た(図16B,レ ー ン2,3,5)。 こ れ に 対 し 、TCL-Fuj細 胞 で は50kb
以 上 の バ ン ドは か な り少 な く 、TCL-FujH1細 胞 で は ほ と ん ど 検 出 さ れ な か っ た(レ
ー ン1 ,2)。 従 っ て 、TCL-Fuj細 胞 とTCL-FujHl細 胞 のIFN一 γ遺 伝 子 領 域 で は
TCL-FujH2,2M,L1細胞 に 比 べ て メ チ ル 化 の 程 度 が さ ら に 低 い と い え る 。TCL-
Fuj2M細 胞 をConAとTPAで刺 激 す る とIFN一 γ産 生 が 上 昇 す る(67,149)が、 そ の 際





























































図16.TCLIrFuj細胞 と そ の 派 生 株 に お け るIFN一 γ遺 伝 子 の メ チ ル 化 パ タ ー ン
HparlとPvUIIで 二 重 消 化 し たDNA(パ ネ ルA),Hpal工 で 単 独 消 化 し たDNA(パ ネ
ルB,C,Dの レー ン1～5),Msplで 消 化 し たDNA(パ ネ ルB,C,Dの レー
ン6)を 用 い てSouthemハ イブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 行 っ た 。プ ロ ー ブ に は 、IFN一
γcDNA(パ ネ ルAとB),IFN一α1cDNA(パ ネ ルC),γ 一グ ロ ビ ンcDNA(パ ネ ル
D)を 用 い た 。DNAを 抽 出 し た 細 胞 は 、 各 パ ネ ル と も 、TCL-Fuj(レ ー ン1),
TCL-FujHl(レ ー ン2),TCL-FujH2(レー ン3),TCL-Fuj2M(レ ー ン4》,TCL-
FujLl(レ ー ン5,6)で あ る 。
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IFN一 γ産 生 能 の 低 い リ ン パ 球 系 培 養 細 胞 の メ チ ル 化 パ タ ー ン を 同 様 に 解 析 し た
の が 図17で あ る 。TCL-Tan細 胞,TCL-Haz細 胞,TCL-・Kan細 胞 のIFN一 γ遺 伝 子 は
、4つ の ㏄GG配 列 全 て に お い て ほ ぼ 完 全 に メ チ ル 化 さ れ て い た(図17A,B;レ
ー ン1 ,2,3)。 他 方 、IFN一 γ を 産 生 し な い 前 骨 髄 球 様 白血 病 細 胞 で あ るHL60
細 胞 で は 、M3,M4部 位 は メ チ ル 化 さ れ て い た が 一M1部 位 とM2部 位 の メ チ ル
化 は 部 分 的 で あ っ た(図17A,レ ー ン4;4.9kb,4.4kb,1・8kbの バ ン ド)。
しか し 、HL60細 胞DNAのHPall単 独 消 化 で2・6kbの バ ン ドが 検 出 さ れ な い こ とか
ら 、M1,M2部 位 が 同 時 に 非 メ チ ル 化 さ れ て い る細 胞 は ほ と ん ど な い こ とが わ か
っ た 。 こ れ ら の 結 果 は 、 リ ンパ 球 系 細 胞 で は エFN一γ遺 伝 子 領 域 全 体 の メ チ ル 化 の 程
度 とIFN一 γ産 生 量 に逆 相 関 性 が あ る こ と を 示 唆 して い る 。
TUL-Fuj細 胞 やTCL・-FujHl細 胞 で 顕 著 に 認 め られ た 低 メ チ ル 化 状 態 がIFN一 γ 遺 伝
子 に特 異 的 で あ る か ど う か を 見 る た め に 、IFN一 α遺 伝 子 と γ 一グ ロ ビ ン遺 伝 子 の メ


























図17・IFN一 γ産 生 量 の 低 い リ ンパ 球 様 株 化 培 養 細 胞 に お け るIFN一 γ 遺 伝 子 の メ チ ル
化 パ タ ー ン
珈allとRullで 二 重 消 化 し たDNA(パ ネ ルA),Hpallで単 独 消 化 し たDNA(パ ネ
ルB,Cの レー ン1～4),胸plで 消 化 し たDNA(パ ネ ルB,Cの レー ン5)を
用 い てSouthemハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 行 っ た 。 プ ロ ー ブ に は 、IFN一 γcDNA(
パ ネ ルAとB),γ 一グ ロ ピ ンcDNA(パ ネ ルC)を 用 い た 。DNAを 抽 出 し た 細 胞 は
、TCL-Tan(レ ー ン1),TCL-Haz(レー ン2),TCL-Kan(レ 一ーン3,5),H上60
(レ ー ン4)で あ る 。
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びH2細 胞 で 、 ま た、 γ一グ ロ ビ ン遺 伝 子 はT℃L-FujL1細 胞 と肌60細 胞 で 僅 か に非
メチ ル化 状 態 にあ る こ とが 示 され たが 、 その 他 の細 胞 で は高 度 に メチ ル 化 され て い
た 。従 っ て 、IFN一 γ,IFN一 α,γ 一グ ロ ピ ンの各 遺 伝 子 間 で メ チ ル 化状 態 の相 関 性
は な い と考 え られ る。
15t●'工 正;N一
図18は 、上 皮系 培 養 細 胞 で あ るKB細 胞 とFL細 胞 にお け るIFN一 γ,IFN一 α,γ 一
グ ロ ビ ン遺 伝子 の メチ ル化 状 態 を 調べ た もの で あ る 。KB細 胞 で は 、IFN一 α遺 伝 子
は高 度 に メチ ル 化 され てい たが 、IFN一 γ遺 伝子 と γ一グ ロ ピ ン遺 伝子 のCCGG配 列 は
意 外 に も全 くメ チル 化 され て いなか っ た 。肌 細 胞 で も、IFN一 γ遺 伝 子 のM2,M
3部 位 が 僅 か に メチ ル 化 され てい る以 外 は 、KB細 胞 とほ ぼ 同様 の 結 果 で あ っ た(
図18A,レ ー ン3;6・6kbバ ン ド)。 これ らの 上皮 系 細 胞 はIFN一 γを産 生 しな い
こ とか ら、 この 遺 伝子 の4っ のCCGG配 列が 非 メチ ル化 状 態 に あ る だ けで は遺 伝子
は 発現 さ れな い こ とが 示 され た 。
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図18・ 上 皮 系 株 化 培 養 細 胞 に お け るIFN。 γ 遺 伝 子 の メ チ ル 化 パ タ ー ン
KB細 胞(レ ー ン1・2)あ る い はN細 胞(レ ー ン3,4)か ら抽 出 し たDNAを、
Hpall(レ ー ン1,3)あ る い は 梅pl(レ ー ン2,4)で 消 化 し、32Pで 標 識 し
たIFN一 γcDNA(パ ネ ルA),IFN一 α1cDNA(パ ネ ルB),γ 一グ ロ ビ ンcDNA(パ ネ
ルC)を プ ロ ー ブ に 用 い てSouthemハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 行 っ た 。
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鯉1'一'一 浩
筆 者 らが 得 た ヒ トIFN一 γcDNAの 塩 基 配 列 は 少 な く と も コ ー ド領 域 に お い て は
Davosら(76)の そ れ と 完 全 に 一 致 し て お り 、 従 っ て そ こ か ら推 定 さ れ る ア ミ ノ 酸 配
列 も 同 じで あ る 。 こ のcDNAは166個 の ア ミ ノ 酸 残 基 か らな るIFN一 γ 前 駆 体 ポ リペ
プ チ ド鎖 を コ ー ドし て い る 。Grayら は 、 当 初 、IFN一 γ前 駆 体 の 最 初 の20個 の ア ミ
ノ 酸 配 列 が シ グ ナ ル ペ プ チ ドで あ り 、 成 熟IFN一 γ分 子 は146個 の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら
成 る と 推 定 し た(74)。 こ れ は ヒ トエFN一α2の シ グ ナ ル ペ プ チ ド と の 相 同 性 な ど に 基
づ い た 推 定 で あ っ たが 、 そ の 後 、 天 然 ヒ トエFN一γのNH2-一 末 端 は ピ ロ グ ル タ ミ ン酸 残
基 で あ る こ と が 示 され た(72)。 従 っ て 、 は じめ の メ チ オ ニ ン か ら23番 目 の シ ス テ
イ ン ま で が シ グ ナ ル ペ プ チ ドで あ り 、 成 熟IFN一 γ タ ンパ ク質 の ポ リペ プ チ ド鎖 は
143ア ミ ノ 酸 残 基 か ら成 る と考 え ら れ る 。 こ れ に 基 づ い て 前 駆 体 お よび 成 熟IFN一 γ
の ポ リペ プ チ ド部 分 の 分 子 量 を 計 算 し た 値 は 、 そ れ ぞ れ19,350,16,780とな る 。
ま た 、 ア ス パ ラ ギ ン 結 合 型 糖 鎖 が 結 合 し得 る 配 列(Asn-X-SerorThr)は、25～27
番(Asn-Gly-'lhr'),97～99番(ASn-TYr-Ser)の2か所 に 存 在 す る 。 ヒ トIFN一 γ
cDNAと し て は 、 図8で 示 し た 配 列 の 他 に 、137番 目 の ア ル ギ ニ ン(C(m)が グ ル タ
ミ ン(CAA)に 置 き 代 わ っ たcDNA(74)や6番目 の リ ジ ン(AAA)が グ ル タ ミ ン(CAA
)に 置 き 代 わ っ たcDNA(77)が 単 離 さ れ て お り 、 い ず れ も活 性 を 有 す るIFN一 γ 分 子
を コ ー ドす る こ とが 確 認 さ れ て い る 。 ヒ トエFN一γの 染 色 体 遺 伝 子 は ハ プ ロ イ ドあ た
り 一 個 しか 見 出 さ れ な い(78)こ と か ら 、 こ れ ら3っ のcDNAは 同 一 遺 伝 子 座 に お け
る対 立 遺 伝 子 に よ る も の で あ る と考 え ら れ る 。
2、 マ ウ ス 細 胞 に よ る ヒ トイ ン タ ー フ ェ ロ ンの 生 産
本 研 究 で は 、SV40プ ロ モ ー タ ー の 下 流 に ヒ トIFN一 γcDNAあ る い はIFN一 α5DNA
を 接 続 し た ハ イ ブ リ ッ ド遺 伝 子 を ウ シ バ ピ ロ ー マ ウ イ ル ス(BPV)ベ ク タ ー を 用 い
て マ ウ スC127細 胞 に 導 入 し 、 ヒ トIFNの 発 現 を 試 み た 。 こ れ は 、 コ ピー 数 の 高 い
BPVベ ク タ ー に よ る 遺 伝 子 量 効 果(genedosageeffect)とSV40エンハ ン サ 一ー・一プ
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ロ モ ー タ ー の 高 い 転 写 活 性 を 組 み 合 わ せ る こ と に よ っ て 、 ヒ トIFNを コ ー ドす る
mRNAの 生 産 量 、 ひ い て はIFNタ ン パ ク質 の 生 産 量 を 高 め る こ と を 意 図 し た 。
組 み 換 えBPV(pFNγ,pFNα5)に よ るC127細 胞 の トラ ン ス ホ ー メ ー シ ョ ン 効 率
は 完 全 なBPV-DNAに 比 べ て 低 か っ たが 、 得 られ た 形 質 転 換 株 は 全 て ヒ トIFNを 発 現
し て い た 。Fγ56細 胞 で は 、 培 養 上 清 中 のIFN。 γ 力 価 は 約3x1051U/iiilに達 し
た 。 こ れ は 、 ヒ ト脾 細 胞 を マ イ トゲ ンで 刺 激 し て 得 られ る 産 生 量(図4)の 十 数 倍
も の 値 で あ る 。 ま た 、Fα28細 胞 のIFN一 α5産 生 量 も 約4x1051U/皿1であ り 、
白 血 球 や リ ンパ 芽 球 細 胞(Nainalwa細 胞)で 得 ら れ る 生 産 量 の 数 倍 の 値 で あ っ た
(3,27～29)o
動 物 細 胞 でIFN一 γを 発 現 さ せ る 目 的 の 一 っ は 、 糖 鎖 を 有 し たIFN一 γ分 子 を 生 産 す
る こ と で あ っ た 。 そ の 場 合 に 、 天 然 ヒ トIFN一 γ に 見 出 さ れ る よ うな 糖 鎖 の 数 に よ る
多 型 性(25K=糖 鎖2本,20K=糖 鎖1本,15K=お そ ら く糖 鎖 な し)が 現 れ
る か ど う か 、 ま た 、 マ ウ ス細 胞 で 生 産 し た ヒ トエFN一γがL天 然 の も の と 同 じNH2一
末 端 ブ ロ ッ ク構 造 を と っ て い る の か 否 か を 調 べ る た め に 、Fγ56細 胞 由 来IFN一 γ の
精 製 を 行 っ た 。Fγ56細 胞 で 生 産 し た 組 み 換 え ヒ トIFN一 γ はConA-Sepharoseカ
ラ ム あ る い は 抗IFN一 γ モ ノ ク ロ ー ン抗 体 カ ラ ム を 用 い た 比 較 的 簡 便 な 方 法 に よ っ て
高 度 に 精 製 す る こ とが で き た 。ConA-Sepharoseカラ ム に 特 異 的 に 結 合 す る こ と
は 、 こ の 組 み 換 えIFN一 γが 糖 鎖 構 造 を 有 し て い る こ と を 示 し て い る 。 こ の 精 製 標 品
のSDS一 電 気 泳 動 にお け る 相 対 分 子 量 が お よ そ24～26Kで あ る こ と か ら 、 こ れ は 、
2か 所 に 糖 鎖 が 付加 し た 天 然 ヒ トIFN一 γ(25K分 子 種)(72)に 対 応 す る も の で あ
る と思 わ れ る 。 調 製 標 品 に よ っ て は 約20Kの 分 子 種 も認 め られ る と の こ と で あ る
(190)が 、 こ れ は お そ ら く糖 鎖 が 一 か 所 に だ け 付 加 し た分 子 で あ ろ う 。 糖 鎖 の な い
IFN一 γ分 子 と思 わ れ る よ うな バ ン ドは 特 に 検 出 さ れ な か っ た 。Haynesと
Weissmannは 、 ハ ム ス タ ー 細 胞(CHO細 胞)で 生 産 し た ヒ トIFN一 γ の 相 対 分 子 量 を
22,400～23,400と 報 告 し て い る(93)が 、Scahillら は 同 じ くCHO細 胞 で 生 産 し た
ヒ トIFN一 γを 解 析 し 、 相 対 分 子 量 約25,000,21・000の2成分 が 主 成 分 で あ り 、 ま
た 、 わ ず か な が ら分 子 量17,000の 分 子 も 存 在 す る と 述 べ て い る(94)。 糖 タ ン パ ク
の 糖 鎖 構 造 に は 一 般 に 微 細 な 多 型 性 が あ り 、SDS一 電 気 泳 動 の 条 件 に よ っ て バ ン ドの
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太 さ や 相 対 移 動 度 が か な り変 化 す る こ とが 知 られ て い る の で 、 二 っ の 研 究 グ ル ー プ
の 食 い 違 い の 原 因 は そ の よ うな こ と か も しれ な い 。 い ず れ に せ よ 、 マ ウ ス 細 胞 や ハ
ム ス タ ー 細 胞 で 生 産 し た ヒ トIFN一 γ も糖 鎖 部 分 を 有 して お り 、 分 子 量 に お け る 多 型
性 も 天 然 のIFN一 γ と よ く 似 た 性 状 を と っ て い る 。 ま た 、 マ ウ スC127細 胞 由 来 ヒ ト
IFN一 γ の ゲ ル ク ロ マ トグ ラ フ ィー に お け る分 子 量 は 約58,000の 値 を 示 し 、 天 然
IFN一 γ(183》 同 様 、 ネ イ テ ィブ な 状 態 で は 二 量 体 と し て 存 在 し て い る こ と も 示 さ れ
た 。rfUtsaersら は 、CHO細 胞 で 生 産 し た組 み 換 え ヒ トIFN一 γ の 糖 鎖 の 構 造 を 鯉 析
し 、 ㎞,Gal,GlcNAc,NeuAc,Fucなど の 単 糖 を お よ そ3・8:2・0:3・5:0・6:0・4
の モ ル 比 で 含 む ア ス パ ラ ギ ン結 合 性N一 ア セ チ ル ラ ク トサ ミ ン型 糖 鎖 で あ る こ と を
示 し た(191)。 こ の よ う な 糖 鎖 構 造 は ヒ ト絨 毛 性 性 腺 刺 激 ホ ル モ ン(chorionic
gonadotropin)な ど で 見 出 さ れ て お り(192,193)、 天 然 ヒ トエFN一γ の 糖 鎖 と 同 様 の
構 造 を と っ て い る こ と が 示 唆 さ れ た 。 マ ウ ス 細 胞 由 来 組 み 換 え ヒ トエFN一γ の 糖 鎖 も
同 じ よ うな 構 造 を と っ て い る可 能 性 は 十 分 に考 え られ る 。
Rinder㎞echtら は 、 天 然 ヒ トエFN一γ はNH2一 末 端 の グ ル タ ミ ン残 基 の 環 化(ラ ク
タ ム 化)に よ っ て ブ ロ ッ ク さ れ て い る こ と を 示 し た(72)。 本 研 究 に お い て マ ウ ス 細
胞 で 生 産 し た組 み 換 え ヒ トIFN一 γ もNH2一 末 端 が ブ ロ ッ ク さ れ て お り 、 精 製 標 品 を そ
の ま まエ ドマ ン 分 解 に 供 し た 場 合 に は 有 意 な 遊 離 ア ミ ノ 酸 は 検 出 さ れ な か っ た 。 ま
た 、 精 製 標 品 の トリプ シ ン消 化 ペ プ チ ド に は くGlu-AsP-Pro-Tyr-Val-Lysの配 列 を
も っ た ペ プ チ ドが 存 在 し て お り 、 天 然 のIFN一 γ と同 じNH2-一末 端 構 造 を と っ て い る こ
と 、 す な わ ち 、 前 駆 体 タ ン パ ク質 の 最 初 の メ チ オ ニ ン か ら23番 目 の シ ス テ イ ン ま
で の 部 分 が 分 泌 の 際 に 切 除 さ れ る こ とが わ か っ た 。
マ ウ ス 細 胞 由 来 の 組 み 換 え ヒ トIFN一 γ の 高 度 精 製 標 品 の 比 活 性 は7.1～7.9x107
1u/㎎ タ ン パ ク質 で あ っ た 。 こ の 値 は 、 報 告 さ れ て い る 天 然 ヒ トIFN一 γの 比 活 性(
4～12x1071U/㎎(73),28x1071U/㎎(194》)や 、CHO細 胞 由 来 ヒ トIFN一 γ
の 比 活 性(10～16x1071U/㎎(195,196))と 比 較 し て 大 き く異 な る も の で は な い
と考 え ら れ る 。 ま た 、 こ の 組 み 換 えIFN一 γ は 、種 特 異 性 や 抗 原 性 と い っ た 生 物 学
的 性 質 に 関 し て も 天 然 の そ れ と 区 別 で き な か っ た 。
マ ウ ス 細 胞 で 生 産 し た ヒ トIFN一 α5はSDS一 電 気 泳 動 に お い て 相 対 分 子 量19,000±
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500の 単 一 のバ ン ドを 与 え た 。 ヒ トIFN一α5の 推 定 ア ミノ酸 配 列 中 に は ア スパ ラ ギ
ン結 合 型 糖 鎖 が 付 加 し得 る配 列 は 見 出 され な い(44に とか ら 、 エFN一α5も 多 くの ヒ
トIFN一α と同 じ く糖 鎖 を有 して いな い と考 え られ る。上 記 の分 子 量 は成 熟IFN一 α5
の ア ミノ酸 配 列 か らの計 算 値(19,550,文 献93)と よ く一 致 し てお り 、 シグ ナ ル ペ
プ チ ドが 正 し く切 断 され た こ とを示 唆 して い る 。
意 外 な こ とに 、マ ウ ス細 胞 で生 産 し た組 み 換 え ヒ トIFN一α5と 大 腸 菌 で生 産 した
ヒ トIFN一α5は 、種 特異 性 に関 して異 な る性 状 を示 した 。す な わ ち 、Fα28細 胞 や
Fα6細 胞 で 生 産 した ヒ トIFN一α5は マ ウ スL細 胞 に対 して も国 際単 位 比 で0・3～
0・5%程 度 の 抗 ウイ ル ス活 性 を示 すの に対 し、 大腸 菌 で 生 産 し た ヒ トIFN一α5で は
全 く交 叉 活 性が 検 出 され な か っ た(表7)。IFN一 βや 一γに比 べ る とエFN一αの 種 特
異 性 は低 く、 ヒ トIFN一αサブ タ イプ の 少 な く とも い くっ か は マ ウ ス細 胞 に も作 用 す
る こ とが 知 られ て い る(197,198)。 天 然 の ヒ トIFN一αは 多種 類 の混 合 物 で あ る ため
、 天然 ヒ トIFN一α5サ ブ タ イプ が マ ウ ス細 胞 に対 す る交 叉 活性 を有 して い るか ど う
か は不 明 で あ る。Tsu㎞iら は 、天 然 ヒ トIFN一αを 抗原 と して調 製 したモ ノ クロ ー
ン抗 体(mL1抗 体)は マ ウ ス細 胞 由 来 の組 み換 え ヒ トIFN一α5を 中和,沈 降 す る
の に対 し 、大腸 菌 由来組 み換 えIFN一 α5と は反 応 しな い こ と、 ま た逆 に 、大 腸菌 由
来 組 み 換 え ヒ トエFN一α2を 抗 原 と して 調製 したモ ノ クロ ー ン抗 体(104-5-f抗 体)
は大 腸 菌 由来 組 み 換 え ヒ トエFN一α5を 中和,沈 降 す るの に対 し、マ ウス細 胞 由来 の
ヒ トIFN一α5と は反 応 しな い こ とを 示 した(188》 。 この結 果 は 、同 じ ヒ トIFN一α5
で あ りなが ら、マ ウ ス細 胞 由 来 の も の と大 腸 菌 由来 の もの とで は異 な るエ ピ トープ
を 有 して い る こ とを 示 して い る 。マ ウ ス細 胞 に対 す る交 叉 活 性 に差 が 生 じ たの も 、
由来 の 異 な る2っ の エFN一α5の 分 子 構 造 の 違 い に起 因 す るの で あ ろ う 。2っ のIFN一
α5標 品 の 遺 伝 子 は も とも とBrackら(50)に よ って クロ ー ン化 され た もの な の で 、
これ らの タ ンパ ク質 は本 来 同 じア ミ ノ酸 配 列 を持 って い る はず で あ るが 、 いず れ か
の 遺 伝 子 が 突然 変 異 を起 こ して い る可 能性 を否 定 す る こ とは で きな い 。 しか し、筆
者 は 、翻 訳 後 修飾 の 有 無 によ っ てNH2-.COQH一 末端 部 の ア ミ ノ酸 配 列 や 修 飾 ア ミ ノ
酸 残 基 に違 いが 生 じてい るの で は な い か と考 えて い る 。 あ るい は 、タ ンパ ク合 成
の 「場 」の 違 い(膜 結 合 型 リボ ソー ム上 か?、 あ るい は遊 離 型 リボ ソー ム上 か?)
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に よ って 、 コ ンポ メ ー シ ョン に違 いが 生 じる場 合 も あ るか も しれ な い 。IFN一 βや
IFN一γで も、大 腸 菌 由来 の もの と天 然 の もの とで 抗原 性 が 異 な る例 が 報 告 され て い
る(91,92)。
本 研 究 の 目的 は 、マ ウ スC127細 胞 とBPVの 宿主 一ベ ク ター 系 を用 い てIFN遺 伝
子 を 発現 させ 、天 然 の もの と同様 の横 造 を 持 った ヒ トエFN一γや 工FN一α5を 大量 に生
産 す る こ とで あ っ た 。 生 産 量 に関 して は大 腸 菌 で の方 法(84～87)に は 及 ば な いが
、前駆 体 タ ンパ クの シグ ナルペ プ チ ドの 正 確 な位 置 で の 切 断 や 糖 鎖 の付 加 が 可 能 と
な る意 義 は 大 きい 。 また 、大 腸菌 で は成 熟IFNを 菌 体 内 に蓄 積 させ る生 産法 が と ら
れ て い るため か 、000H一 末 端 側 の欠 け たIFNが で き る例 が 知 られ て い る(90)。 筆 者
らの 用 い たマ ウ ス細胞 の系 で は 、IFNが 培 地 中へ 分 泌 され るの で 、 細胞 内プ ロ テ ア
ー ゼ に よっ て分 解 され る可 能 性 は低 い こ とが 期 待 で き る 。 さ らに 、低 血 清 培 地 や
無 血 清 培地 で もか な りの 生 産 量が 維 持 され るこ と は 、組 み 換 えIFNの 精 製 に有 利 な
点 で あ る 。
最 近 、Maedaら は 、 カ イコ(bombPrymori)の 核 多 角 体 ウ イ ル ス(nuclear
p《)lyhedrosisvirus)を ベ クター と して ヒ トエFN一αJを カ イ コ の培 養 細 胞 お よび 個
体(幼 虫)で 発 現 させ 、非常 に高 い生 産 量が 得 られ る こ とを示 し た(199》 。 エFN一β
やIFN一 γを カイ コ細 胞 で 発現 させ る こ とも 当然 可 能 で あ ろ う。 しか し、 カイ コ の細
胞 で も糖 鎖 は付加 され る もの の 、 その 構 造 は哺 乳 類 の もの とは異 な っ て い る可 能 性
が あ る(200)。 糖 鎖 構 造 の 点で は 、哺乳 類 細 胞(で きれ ば ヒ ト細 胞)を 用 い る こ と
が 望 ま しい とい え る だ ろ う 。 哺 乳 類 培 養細 胞 を用 い た組 み換 え ヒ トIFN生 産 系 と
して は 、本 研 究 の マ ウ スC127細 胞 一BPV系(105)と 、HaynesとWeiss㎜(93)およ
びScahillら(94)に よ って報 告 され たOHO細 胞 滝 伝 子 増 幅 系 の2っ の方 法 が 生 産
量 や細 胞 の安 定 性 の 点 で優 れ て い る と考 え られ る 。
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図19・ 種 々の ヒ ト正 常 細 胞 お よび 株 化培 養 細 胞 のIFN一 γ遺 伝 子 近 傍 のCCGG部 位 に
お けるDNAメ チ ル化 レベ ル
エFN一γ遺 伝 子 のDNAメ チ ル 化 レベ ル は 、 伽rl-Pvull二 重 消 化DNAのSQuthemハ
イブ リダ イゼ ー シ ョン にお け るバ ン ドの強 さ(図14と 図16～18)を 比 較 す る こ と に
よ って 見積 も っ た 。 ●,ほ ぼ 完全 に メチ ル化;●70%以 上 メ チ ル化;0
30～70%メ チ ル化;(∋30%以下 メ チ ル化;○ ほ ぼ 完全 に非 メチ ル 化
ヒ ト末 梢 血 か ら分 画 した リンパ球 で 調 べ た結 果 、T細 胞 画 分 か ら得 たDNAで は
IFN一γ遺 伝 子 領域 の4っ のCCGG配 列 の 全 て の 部位 にお いて 非 メチ ル 化 シ トシ ン残
基 が 検 出 され た 。M1か らM4ま で の い ずれ のCCGG配 列で も 、非 メチ ル 化 状 態 に
あ るDNAの 割合 は低 か っ たが,そ れ らの 非 メチ ル化 シ トシ ンは別 々の 細 胞 で ラ ンダ
ム に生 じてい るの で はな く、T細 胞 画分 中 の一 部 の細 胞 集 団 にお い て 複数 の 部 位(
M1部 位 とM3部 位,M2とM4,M2とM3)が 共 に非 メ チ ル 化 の状 態 に あ る こ
とが 示 され た。 す な わ ち 、T細 胞 画 分 の 大部 分 の 細 胞 や その 他 の リンパ球 画 分(非
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T細 胞,プ ラ ス チ ッ ク付 着 性細 胞)のIFN一 γ遺 伝 子 は高 度 にメ チ ル 化 され て い るの
に対 し 、T細 胞 画分 の ご く一部 の 細 胞集 団 で は エFN一γ遺 伝子 領 域 全 体 に渡 っ て低 メ
チ ル化 状 態 にあ るこ とが 見 出 され た 。子 宮組 織 のDNAで は 、 一 っ のCCGG配 列(M
4部 位)の 部 分 的 な非 メチ ル化 が 検 出 され たが 、他 のCCGG配 列 は エFN一γ遺 伝 子 近
傍 の数 キ ロ塩 基 対 に渡 っ て高 度 にメチ ル 化 され てお り、T細 胞 画分 で認 め られ た よ
うなIFN一 γ遺 伝 子領 域 全 体 に渡 る低 メチ ル化 状 態 で は な か っ た 。同 時 に調 べ たIFN一
α遺 伝子 や γ一グ ロ ピ ン遺 伝 子 の近 傍 のCC(va配 列 は いず れ の リンパ球 画 分 で も ほぼ
完全 に メチ ル 化 され て い る こ とか ら、Tリ ンパ 球 のDNAが 特 に脱 メ チル 化 され や す
い よ うな傾 向 を持 って い る とは考 え られ な い 。 従 って 、T細 胞 で 見 出 され た低 メ
チ ル化 状 態 はIFN一 γ遺 伝 子(お よび そ の他 の 限 られ た数 の遺 伝 子)に 特 異 的 に生 じ
てい るも ので あ ろ う。
IFN一γは感 作 抗原 やT細 胞 マ イ トゲ ンで刺 激 され たTリ ンパ 球 によ っ て産 生 さ
れ る リ ンホ カイ ンで あ るが 、全 てのTリ ンパ球 がIFN一 γを産 生 す るの で はな く、
あ る特定 の細 胞(T細 胞サ ブ セ ッ ト)の みがIFN一 γを 発現,分 泌 して い る と考 え ら
れ る。 その サ ブ セ ッ トの 種 類 に関 しては い ろ い ろな 報 告が あ るが(201～206)、 そ れ
らは 必 ず しも一 致 して お らず 未 だ明 確 な 同定 は な され て い な い 。 本 研 究 で 見 出 さ
れ た低 メチ ル 化IFN一 γ遺 伝 子 を有 す る細 胞 は 、 エFN一γを産 生 す るT細 胞 サ ブ セ ッ ト
に他 な らな いで あ ろ う。す な わ ち 、IFN一 γを産 生 しな い細 胞 で はIFN一 γ遺 伝 子 は メ
チ ル化 され て お り、IFN一 γを産 生 す るべ く分化 したT細 胞 サブ セ ッ トで はIFN一 γ遺
伝子 の低 メチ ル 化が 起 きて い る と考 え られ る 。
さ らに 、IFN一 γ産 生 能 の 異 な る株 化 培 養細 胞 を用 い た結果 か ら、IFN一 γ遺 伝 子 の
DNAメ チ ル 化 に関 して い くっ か の知 見が 得 られ た 。IFN一 γ を構 成 的 に発現 して い る
1℃L-Fuj細 胞 とそれ に 由来 す る派 生 株 で は 、Tリ ンパ球 と同 様 、IFN一 γ遺 伝子 領 域
の 低 メチ ル 化 状態 が 観 察 され たが 、 その 程 度 は 細 胞株 ご とに異 な っ て い た 。IFN一 γ
産 生 能 が 特 に高 いT(m-Fuj細 胞 とTCL-FujH1細 胞 で は全 てのCCGG配 列 にお い て メ
チ ル 化 の 程 度が 低 く、 しか も複 数 の部 位が 同 時 に非 メ チ ル化(M1/M3,M2/M3)し て
い た 。 こ の非 メチ ル 化 パ タ ー ンは正 常Tリ ンパ球 で 見 出 され たパ タ ー ンと非 常 に
よ く似 て い た 。 一方 、 これ よ りIFN一 γ産 生 能 の 低 いTCL-FujH2,TCL-Fuj2M,TCL一
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FujL1な どの 細 胞 で は比 較 的 メ チ ル化 の 程 度 が 高 く、複 数 の 部 位が 同 時 に非 メチ ル
化 して い る程 度 も低 か っ た 。 また 、IFN一 γ産 生 能が 極 め て低 いTCL-Tan・TCI・-Haz・
TCL--Kanな どの 細胞 で は いず れ のCCGG配 列 もほ ぼ 完全 に メチ ル化 され て い た 。従
って 、本 研 究 で 調べ たTリ ンパ芽 球 様 細 胞 で は 、IFN一 γ遺 伝子 の発 現 効 率 は遺 伝 子
の メチ ル化 の 程 度 と逆 相 関 の 関係 に あ る こ とが わか っ た 。 この結 果 は 、他 の 多 く
の遺 伝子 で 示 され て い るの と同 様 、DNAメ チル 化 がIFN一 γ遺 伝子 の転 写 に対 して抑
制 的 に作 用 す る こ とを示 唆 して い る 。 しか し、上 皮 系 培 養細 胞 で あ るB細 胞 やFL
細 胞 はIFN一 γ遺 伝 子 の4っ のCCGG配 列 は ほ と ん どメ チ ル化 され て いな い に もか か
わ らずIFN一 γを全 く産 生 しな い こ とか ら、遺 伝 子 が 低 メ チ ル化 状 態 に あ るか らとい
っ て エFN一γ遺 伝子 が 発 現 す る とは 限 らな い こ とが示 され た 。す な わ ち、 低 メ チ ル化
状 態 はIFN一 γ遺 伝子 が 発 言 す る ため の必 要 条 件 で あ って十 分 条 件 で は な い と考 え ら
れ る 。 エFN一γ遺 伝 子が 発 現 す るた め に は他 の 要 因 と しては 、 例 えば クロマ チ ン構
造の変化や特異的転写制御因子の存在が挙げられよう。
しか し、 これ とは別 に 、低 メ チ ル化 状 態 は単 に遺 伝 子が 転 写 され た結 果 と し て
引 き起 こ され た状 態 で あ る可 能 性 も考 え られ る 。 ニ ワ トリヴ ィテ ロ ジ ェニ ン遺 伝
子 は ホ ル モ ン刺 激 によ っ て活 性 化 され るが 、 それ よ りやや 遅 れ て遺 伝 子 の 低 メ チ ル
化 状態 が 観 察 され るよ うにな る とい う(117,118)。 また、受 精 卵 に レ トロ ウ ィル ス
DNAを 導 入 し た実験 で は 、 ウ イ ル スmRNAの 転 写 が 抑 制 され た後 に遺 伝 子 がdenovo
にメ チ ル化 され る との 報 告 が あ る(207,208》 。これ らの結 果 は 、 メ チ ル化 パ ター ン
の 変 化 が 遺 伝子 活 性 を 制 御 して い るの で は な く、逆 に、遺 伝 子 の 転 写 に よ って そ の
遺 伝 子 の メ チ ル化 状 態 の 維 持 あ る いはdenOVOメ チ ル 化が 阻害 され て い る こ とを 示
唆 して い る 。IFN一 γ遺 伝子 の 場 合 に も転 写 の 結 果 と して低 メチ ル化 状 態 が 引 き起
こ され た可 能性 を否 定 す る こ と はで きな い 。 しか し、肥 細 胞やN細 胞 で はIFN一
γ遺 伝 子 は転 写 され て いな い に もか か わ らず メチ ル 化 され て はお らず 、転 写 の 有 無
が 一 義 的 にメ チ ル 化 状態 を決 定 して い るわ けで はな い 。
KB細 胞 やFL細 胞 でIFN一 γ遺 伝子 の ㏄GG配 列 が ほ ぼ 完全 に脱 メ チル 化 して い
たの は 意 外 で あ っ た 。 が ん細 胞 や 株化 培 養 細 胞 で は い ろい ろな遺 伝 子が 低 メチ ル
化 状 態 に な る こ とが 知 られ て お り(209・210)、 これ らの上 皮 系 細 胞 やHL60細 胞 で 非
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メ チ ル 化 部 位が 見 出 され たの も同 様 の 現象 を 見 て い るの で あ ろ う 。 また 、TCL-
FujH1,H2,Ll細 胞 は クロ ー ン化 され た細 胞 株 で あ る ため 均 一 な メ チ ル化 パ タ ー ン
を示 す で あ ろ うと期 待 した に もか か わ らず 、 エFN一γ,IFN一 α,γ 一グ ロ ピ ンな どの
いず れ の 遺 伝子 で も 、あ るCCGG配 列 に お け る メチ ル化 の程 度 は"AllorNothi㎎
"で は な く部 分 的 で あ
った 。 これ らの ク ロー ン化細 胞 株 にお け るDNAメ チ ル 化 パ
ター ンの 不均 一 性 は、 ゲ ノ ムの 異 数性(heteroploidy)の 反 映 で はな く、 メ チ ル 化
状 態 の不 安 定 性(210,211)に よ るも の と考 え られ る 。 ゲ ノム の 異 数 性 に起 因 す る に
しては 、 メ チル 化/非 メ チル 化 の 割合 が 高 過 ぎ るか らで あ る(図16,レ ー ン2,3
,5)。
最近 、Farrarら は 、IFN一 γ産 生 能 が 低 下 した マ ウスTリ ンパ球 細 胞 株 を5一アザ
シ チ ジ ンで 処 理 す る とIFN一 γ産 生 能 が 回 復 す る こ とを 見 出 したが 、 その 際 工FN一γ遺
伝子 近 傍 のCCGG配 列 の脱 メ チ ル化 は認 め られ なか っ た とい う(212)。 しか し彼 ら
も述 べ て い る よ うに 、5一ア ザ シ チ ジ ン処 理 でCCGG配 列以 外 のCG部 位 が 脱 メ チ ル 化
され る こ とに よ ってIFN一 γ遺 伝子 が 活 性化 され た可 能性 も考 え られ る 。 筆 者 らが
観 察 し てい るの もIFN一 γ遺 伝子 近 傍 に30箇 所 以 上 存在 す るCG配 列(78)の 一部 に過
ぎな い点 は 考慮 してお か ね ば な らな い 。IFN一 γ遺 伝子 の発 現 にお け るDNAメ チ ル化
の 役 割 を 明確 にす る ため に は 、 ク ロ ー ン化 し た エFN一γ遺 伝 子DNAをinVitroで メ
チ ル 化 し、 そ の転 写 活 性 を解 析 す る必要 が あ る だ ろ う。
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紐本 研 究 を進 め る にあ た り、終 始熱 心 な御 指 導,御 鞭 捷 を賜 り ま した京 都 大学
ウ イ ル ス研 究 所 の 川 出 由 己教 授 、宗 川 吉 涯 助 教 授 、東 京 大 学 医科 学 研 究 所 の 上 代 淑
人 教 授 、長 田重 一 博 士 、兵 庫 医 科 大学 の岡 村 春 樹 博 士 、長 田久 美 子 博 士 、の 諸 先 生
方 に心 か ら感 謝 の意 を表 し ます 。 ま た 、組 み 換 え ヒ トIFN一γの 精 製 に際 して有 益
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研 究所 の 松 山 雅子 博 士 に感 謝致 します 。あ わせ て 、常 に熱 心 な討 論 を行 っ て下 さ い
ま した京 都 大学 ウ イル ス研 究所 の 富 山朔 二 助 教 授 、東 雄 二 郎 博 士(現 在 癌 研 究会
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小 林 茂 保 ノ 編(1985)イ ン タ ー フ ェ ロ ン の 科 学(講 談 社)
川 出 由 己,桑 田 次 男,小 林 茂 保/編(1981)蛋 白 質 核 酸 酵 素






































































































































































































大 野 茂 男(1981)蛋 白 質 核 酸 酵 素 別 冊NO・25(イ ン タ ー










































































谷 口 維 紹(1982)生 化 学 匙 』363-377
長 田 重 一(1982)日 本 臨 床40,1766-1783
Palva,1.,Lehtovaara,P・,Kaari… 弐inen,L.,Sibakov,M.,
Cantell,K.,Schein,C。H.,Kashiwagi,K.,and
Weissmann,C.(1983)Gene22,229-235
Hitzeman,R.A.,Leung,D.W.,Perry,L.JりKohr,W.J.,
Levine,-H・L・,andGoeddel,D。V.(1983)Science219,
620-625
Rose,K・,Simona,M・G・,Offord,R.E。,Prior,C.P.,
Otto,B・,andThatoher,D。R・(1983》Biochem.J.215,
273-277
Le,J.,Rubin,B.Y.,Kelker,H.C.,Fei七,C。,Nagler,C.,
andVil6ek,J.(1984)J.Immunol.132,1300-1304
Colby,C.B.,Inoue,M.,Thompson,M.,andTan,Y.H.
(1984)J.Immunol.133,3091-3095
Haynes,J.,andWeissmann,C。(1983)Nucl.AcidsRes.ユ ユ,
687-706
Scahill,S・J。,Devos,R・,VanderHeyden,J・,andFiers,
W.(1983》Proc.Natl.Acad.Sci.U.S.A.旦q,4654-4658
Kaufman,R・J・,andSharp,P-A・(1982)J・Mo1。Biol。159,
601-621
0rth,G.,Breitburd,F.,Favre,M・,andCroissant,0.
(1977)OriginsofHumanCancer(Hiatt,H.H.,Watson,
J.D・,andWisten,J・A・)PP1043-1068,ColdSpring
HarborLaboratory,NewYork
80
97.Chen,E.Y.,Howley,P-M.,Levinson,A・D・,andSeeburg,
P-H,(1982)Nature299,529-534
98.Sarver,N.,Gruss,P.,Law,M.-F.,Khoury,GりandHowley,
P.M.(1981)Mol.Cell。Biol.⊥,486-496
99.Law,M.-F.,Lowy,D.R.,Dvoretzky,1りandHowley,P・M・
(1981)Proc.Natl.Acad.Sci.U.S.A.ヱ 旦,2727-2731
100.Bin6truy,B.,Meneguzzi.G.,Breathnach,R・,andCuzin,
F.(1982)EMBOJ.ユ .s621-628
101.Lowy,D.R.,Dvoretzky,1.,Shober,R・,Law,M・-F・,
Enge1,L.,andHowley,P.M.(1980)Nature287,72-74
102.Turek,L.P.,Byrne,J.CりLowy,D.R・,Dvoretzky,1・,
Friedman,R.M.,andHowley,P.M.(1982)Proc・Natl・
Acad.Sci.U.S.A.ヱ ≦≧,7914-7918
103.
104.
105.
106.
107.
108.
109.
110.
111.
112.
113.
114.
115.
116.
117.
118.
119.
120.
Lancaster,W.D.(1981)Virology108,251-255
Sarver,N.,Byrne,J.C.,andHowley,P・M.(1982)Proc・
Natl.Acad.Sci.U.S.A.ヱ ≦≧,7147-7151
Fukunaga,R.,Sokawa,Y.,andNagata,S.(1984)Proc・
Natl.Acad.Sci.U.S.A.旦 ⊥,5086-5090
Razin,A.andRiggs,A.D.(1980)Science210,604-610
Ehrlich,M.andWang,R.Y.-H.(1981》Science212,
1350-1357
Felsenfeld,G.andMcGhee,J.(1982)Nature296,602-603
Doerfler,W.(1983)Ann.Rev.Biochem.至 旦,93-124
Bird,A.P.(1984)Nature307,503-504
Holliday,R.andPugh,J.E.(1975)Science187,226-232
Wigler,M.H.(1981)Cell旦 ≦』285-286
Stein,R.,Gruenbaum,Y.,Pollack,Y.,Razin,A.,and
Cedar,H.(1982)Proc.Natl.Acad.Sci.U.S.A. .ヱg,61-65
Razin,A・,Webb,C・,Szyf,M・,Yisraeli,J・,Rosenthal,
A.,Naveh-Many,TりSciaky-Gallili,N.,andCedar,H.
(1984)Proc.Natl.Acad.Sci.U.S.A.昼1.,2275-2279
Mavilio,F■iGiampaolo,AりCarδ,A・,Migliaccio,G.,
Calandrini,M.,Russo,G.,Pagliardi,G.L.,
Mastroberardino,G.Marinucci,M.,andPeschle,C.
(1983)Proc.Natl。Acad.Sci.U.S.A.80,6907-6911
Compere,S.J・andPalmiter,R・D・(1981)Cell25,233-240
Wilks,A・F・,Cozens,P・J-,Mattaj,1・W・,andJost,
J.-P・(1982》Proc・Natl.Acad.Sci・U。S.A。 ヱ≦≧,
4252--4255
Wilks,A.,Seldran,M.,andJost,J.-P-(1984)Nucl.
AcidsRes.Lt,1163-1177
Stewart,C・LりStuhlmann,H・,Jahner,D・,andJaenisch,
R.(1982)Proc・Natl.Acad・Sci・U・S・A・ ヱ≦≧,4098-4102
J…ihner,D.,Stuhlmann,H.,Stewart,C.L.,Harbers,K.,
Lohler,J.,Simon,1.,andJaenisch,R.(1982)Nature
298,623-628
81
121.
122.
123.
124.
125.
126.
127.
128.
129.
130.
131.
132.
133.
134.
135.
136.
137.
138.
139.
140.
141.
Ott,M.-O.,Sperling,L.,Cassio,D・,Levilliers,J・,
Sala-Trepa七,J.,andWeiss,M.C.(1982)Cell旦 旦,
825-833
Mohandas,T.,Sparkes,R.S.,andShapiro,L・J・(1981)
Science211,393-396
Groudine,M.,Eisenman,R.,andWeintraub,H・(1981》
Nature292,311-317
Venolia,L.,Gartler,S。M.,Wassman,E.R.,Yen,P.,
Mohandas,T-,andShapiro,L。J.(1982)Proc・Natl・
Acad.Sci。U.S.A.ヱ ≦≧,2352-2354
Jaenisch,R.,Schnieke,A.,andHarbers,K.(1985)Proc。
Natl.Acad.Sci.U。S.A.旦 旦,1451-1455
Stein,R.,Razin,A.,andCedar,H.(1982)Proc.Natl.
Acad.Sci.U.S.A.ヱ ≦≧,3418-3422
Busslinger,M.,Hurst,J.,andFlavell,R.A.(1983)
Cell三L生,197-206
Keshet,工.,Yisraeli,J.,andCedar,H.(1985)Proc.
Natl.Acad.Sci.U.S.A.82,2560-2564
Rich,AりNordheim,AりandWang,A.H.-J.(1984)Ann.
Rev-Bioche皿.旦 旦,791-846
Gerber-Huber,S.,May,F.E.B.,Wes七ley,B。R.,Felber,
B.K。,Hosbach,H.A.,Andres,A.-C.,andRyffel,
G.U.(1983》Cell旦,43-51
Bowgr,D・JりErrington,L・H・,Cooper,D・N・,Morris,
S・,andClayton,R・M・(1983)Nucl.AcidsRes.旦,
2513-2527
Tanaka,K.,Appella,E.,andJay,G。(1983》Cell並,
457-465
Efrat,S.,Pilo,S.,andKaempfer,R.(1982)Nature,297,
236-239
Vaquero,C・,Sanceau,J・,Sondermeyer,P・,andFalcoff,
R.(1984》Nucl.AcidsRes.L2,2629-2640
Fukunaga,R.,Matsuyama,M.,Okamura,H.,Nagata,K.,
Nagata,S。,andSokawa,Y。(1986)Nucl.AcidsRes.ユ ∠と,
4421-4436
Dulbecco,R・,andVogt,M・(1954)J・Exp・Med。 旦旦,
167-182
Lawn,R。M.,Fritsch,E.FりParker,R.C.,Blake,G.,
andManiatis,T.(1978)Cellユ5,1157-1174
Yonehara,S.(1982)Eur-J.Biochem.125,529-533
Bolivar,F・,Rodriguez,R・,Greene,P・J。,Betlach,M.,
Heyneker,H・L・,Boyer,H・W・,Crosa,J・,andFalkow,
S.,工1《1977》Genea,95-113
Soberon,X。,Covarrubias,L・,andBolivar,F。(1980)Gene
≦≧,287-305
0kayama,H・andBerg・P(1982》Mol・Cell・Biol.2 .,
82
142.
143.
144.
145.
146.
147.
148.
149.
150.
151.
152.
153.
154.
155。
156.
157.
158.
159.
160.
161.
161-170
0,Hare,K.,Benois七,C.,andBreathnach,R・(1981)Proc・
Natl.Acad.Sci.U.S.A.ヱ 旦,1527-1531
Wilson,J.T.,Wilson,L.B.,deRiel,J.K.,Villa-
Komaroff,L.,Efstratiadis,A.,Forget,B・G・,and
Weissman,S.M,(1978)Nucl.AcidsRes.旦,563-581
Bliyum,A.(1968》Scand.J.Clin.Lab.Invest.旦L,
(suppl97)77-89
Nakane,A.andMinagawa,T-(1981)J・ 工mmunol・126,
2139-2142
Moore,A.L.andZusman,J.(1978)J.Im皿unol・Methods
at,275-284
Lowy,D.R。,Rands,E.,andScolnick,E・M・(1978)
J・Virol.2旦,291-298
Gluzman,Y.(1981》Cell旦L3,175-182
Matsuyama,M.,Sugamura,K.,andHinuma,Y.(1984)in
"Abstracts;SixthInternationalCongressofVirology"
,
pp.155,SendaiJapan
Collins,S.J.,Gallo,R.C.,andGallagher,R・E・(1977》
Nature270,347-349
Ho,M.,Enders,J.F。(1959)Proc.Na七1.Acad・Sci・
U.S.A.楚,385-389
Chirgwin,J.M.,Przybyla,A.E.,McDonald,R・J-,and
Rutter,W,」.(1979)Biochemistry⊥ 旦,5294-5299
Aviv,H.,andLleder,P.(1972)Proc.Natl.Acad.Sci.
U.S.A.1Lt,1408-1412
Gurdon,J.B.,Lingrel,J.B。,andMar『baix,G.(1975)
J.Mol.Biol.旦 Ω.,539-551
Bar七h,1」 ・G.,andBarth,L・J-(1959)J・Embryol・Exp.
Morph.ヱ,210
Efs七ratiadis,A.,Kafatos,F.C。,Maxam,A.M。,and
Maniatis,T.(1976)Cellヱ,279-288
Hoeijmakers,J.H.J.,Borst,P・,VandenBerg,J.,
Weissmann,C.,andCross,G・A・M・(1980)Gene旦,
391-417
Villa-Komaraff,L・,Efstratiadis,A・,Broome,S.,
Lomedico,P・,Tizard,R・,Naber,S・P-,Chick,W.L.,
andGilbert,W.(1978)Proc.Natl.Acad.Sci.U.S.A.
ヱ至.,3727-3731
VandenBerg、J.,VanOoyen,A.,Mantei,NりSchamb～5ck,
AりGrosveld,F.,Flavell,R。A.,andWeissmann,C.
(1978》Nature276,37-44
Curtiss,R.IIIetal(1977)RecombinantMolecules,
ImpactonScienceandSociety(eds・Beers,R.F.et
al)pp.45-56
Nagata,S.,Tsunetsugu-Yokota,Y・,Nai七 〇,A・,andKaziro,
83
162.
163.
164.
165.
166.
167.
168.
169.
170.
171.
172.
173.
174.
175.
176.
177。
178.
179.
180.
181.
182.
183.
184.
Y.(1983)Proc.Natl.Acad.Sci.U.S.A.旦q,6192-6196
Kennedy,1.T.(personalcommunication)
Hanahan,D.,andMeselson,M.(1980》Geneユ9,63-67
Wallace,R.B.,Johnson,M.J.,Hirose,T・,Miyake,Y・,
1(awashima,E.H.,andItakura,K.《1981)Nucl.Acids
Res。 旦,879-894
Denhard七,D.T-(1966)Biochem.Biophys.Res.Commun.旦 旦,
641-646
Marmur,J.(1961》J.Mol.Biol.旦,208
Wilkie,N.M.,Clements,J.B。,Boll、W・,Mantei,N・,
Lonsdale,D.,andWeissmann,C.(1979)Nucl.Acids
Res・ ヱ,859-877
Gross-Bellard,M.,Oudet,P.,andChambon,P・(1973)
Eur.J.Bioohem.g」 §,32-38
Maniatis,T.,Fritsch,E.F.,andSambrook,J.(1982)
MolecularCloning:AI」aboratoryManual(ColdSpring
HarborLaboratory,ColdSpringHarbor,NewYork)
Weislander,L.(1979)Anal.Biochem.9旦 、305
Messing,J.(1983)MethodsinEnzymology(Wu,R.,
Grossman,L.,andMoldave,K.,eds.)101,pp。20-78,
AcademicPress,NewYork
Holmes,D.S.,andQuigley,M.(1981)Anal.Biochem'.
114,193
Graham,F.工 、.,andvanderEb,A.J.(1973)VirologyLt,
456-467
Wigler,M。,Pellicer,A.,Silvers七ein,S.,andAxel,R.
(1978)CellLtL,725-731
Edman,P・,andBeg9,G・(1967)Eur・J・Biochem。 ⊥,80-91
Hunkapiller,M・W・,andHood,L・E。(1980)Science207,
523-525
Hunkapiller,M・W・,andHood,L・E・(1983)Science219,
650-659
Lehrach,H・,Diamond,DりWozney,J・M・,andBoedtker,H.
(1977)Biochemistryユ6,4743-4751
Alwine,J・C・,Kemp,D・JりandStark,G・R.(1977)Proc.
Na七1.Acad.Sci.U。S.A.ヱ ∠と,5350-5354
Southern,E・M.(1975)J.Mol.Biol.≦ ≧旦,503-517
Wahl,G.M,,Stern,M.,andStark,G.R.(1979)Proc.
Natl.Acad。Sci.USAヱS,3683-3687
Yip,Y・K・,Pang,R・H・L・,OpPenheim,J・D・,Nachbar,M.
S.,Henriksen,D.,Zerebeckyj-Eckhardt,1.,and
Vil6ek,J.(1981)Infect.Immun.旦 ≦』131-139
Yip,Y.K.,Pang,R.H.L.,Urban,C・,andVil6ek,J.
(1981)Proc.Natl.Acad.Sci・U・S・A・ ヱ 旦,1601-1605
Devos,R・,Cheroutre,HりTaya,Y・,andFiers.W-(1982)
J.InterferonRes.旦,409-420
84
185.
186.
187.
188.
189.
190.
191.
192.
193.
194.
195.
196.
197.
198.
199。
200.
201.
202.
203.
Benton,W.D.,andDavis,R.W.(1977)Science196.
180-182
Nakabayashi,Y.,Chattopadhyay,S。K.,andLowy,D・R・ 。
(1983)Proc.Natl.Acad.Sci.U.S.A.旦 旦,5832-5836
Masucci,M,G.,Szigeti、R.,Klein,E。,1(lein,G,,
Gruest,J.,Montagnier,LりTaira,HりHall,A・,
Nagata,S.,andWeissmann,C.(1980)Science209,
1431-1435
Tsukui,K.,Fukunaga,R.,Nagata,S.,and工to,K・ 《1986)
Microbiol・Imuunol・ 旦旦,inpress
Laemmli,U.K.(1970)Nature227,680-685
Yamamoto,Y.(personalcommunication)
Mutsaers,J.H.G。M.,Kamerling,J.PりDevQs,R・,
Guisez,Y.,Fie・rs,W.,andVliegenthart,J。F.G.
(1986》Eur.J.Biocheln.156,651-654
Endo,Y.,Yamashita,K.,Tachibana,YりTojo,S.,and
I(obata,A・(1979)J・Bioche皿 ・ 旦互.,669-679
Baenziger,J.U.(1984)Theplasmaproteins,vol.IV
(Putnam,F.W.,ed.)pp.271-315,Acade皿icPress
Braude,1.A.(1984)Biochemistryat,5603-5609
Devos,R.,Opsomer,CりScahill,S.J.,VanderHeyden,
J.,andFiers,W。(1984)J.工n七erferonRes.≦ 』461-468
Mory,Y.,Ben-Barak,J.,Segev,D.,Cohen,B。,Novick,
D。,Fischer,D.G.,Rubinstein,M.,andRevel,M.
(1985)BiologyoftheInterferonSystem1984
(Kirchner,H.,andSchellekens,H.,eds。)pp.33-41,
ElsevierSciencePublishersB.V.,Amsterdam
Streuli,M・,Hall,A・,Boll,W。,Stewart,W.E.,II,
Nagata,SりandWeissmann,C.(1981》Proc.Natl。Acad。
Sci・U・S・A・ ヱ旦,2848-2852
Weck,P.K.,Apperson,S.,Stebbing,N.,Gray,P.W.,
Leung,D・,Shepard,H・M・,andGoeddel,D.V.(1981)
Nucl.AcidsRes.旦,6153-6166
Maeda,S.,Kawai,TりObinata,M.,Fujiwara,H.,
Horiuchi,T・,Saeki,Y・,Sato,Y・,Furusawa,M.(1985)
Nature,315,592-594
Kuroda,K・,Hauser,C・,Rott、R・,Klenk,H.-D.,and
Doerfler,W。(1986)ENBOJ.旦,1359-1365
VonWussow,P・,Platsoucas,C.D.,Wiranowska-Stewart,
M・,andStewart,W・E・,II(1981)J・Immuno工.127,
1197-1200
Chang,T.-W。,Testa,D.,Kung,P-C.,Perry,L.,
Dreskin,H。J.,andGoldstein,G.(1982》J.Immunol.
128,585-589
0,Malley,J・A・,Nussbaum-Blumenson,A・,Sheedy,D.,
Gros$mayer,B.J.,andOzer,H.(1982)J.Immunol.
85
204.
205.
206.
207.
208.
209.
210.
211.
212.
213.
214.
128,2522-2526
Matsuyama,M.,Sugamura,K.,Kawade,Y.,andHinuma,Y.
(1982)J.Immunol.129,450-451
Munakata,T,Semba,UりShibuya,Y.,Kuwano,K.,Akagi,
M.,andArai,S.(1985)J.Immunol.134,2449-2455
Klein,J.R.,Pasternack,M.S.,andBevan,M.J.(1985)
J.Immunol.134,2456-2461
Gautsch,J.W.andWilson,M.C.(1983)Nature301,32-37
Niwa,O.,Yokota,Y。,Ishida,H.,andSugahara,T.(1983)
Cell墨 ≧,1105-1113
Goelz,S.E.,Vogelstein,BりHamilton,S。R.,and
Feinberg,A.P.(1985)Science228,187-190
Wolf,S.F.,andMigeon,B.R.(1982)Nature295,667-671
ShmooklerReis,R.J.,andGoldstein,S.(1982)Proc.
Natl.Acad.Sci.U.S.A。 ヱ旦,3949-3953
Farrar,W.L.,Ruscetti,F.W・,andYoung,H.A.(1985)
J.工mmunol.135,1551-1554
KawadetY・(1980)J.InterferonRes.⊥161-70
Miyata,T.,Hayashida,H.,Kikuno,R.,Toh,H.,and
Kawade,Y.(1985)Interferon6,ed.Gresser,工.
(AcademicPress》,pp.1-30
86
